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RESUMO

Introducéo: As lipases que sado produzidas por microrganismos tém apresentado
rapido avanco no ambito da tecnologia enzimatica. Elas podem atuar em uma
variedade de substratos. As lipases de origem microbiana desempenham um papel
interessante na biotecnologia, pois muitas delas sdo estaveis em uma ampla faixa de
pH, em temperaturas elevadas e em solventes organicos. Objetivo: Produzir a enzima
lipase a partir do fungo Fusarium solani para aplicacdes biotecnoldgicas na saude,
estética industria. Métodos: O fungo Fusarium solani foi cultivado em meio solido para
sua identificacdo morfologica através da andlise de suas caracteristicas
macroscopicos e microscopicas por meio de microcultivo e também molecular,
seguida da fermentacdo submersa e fermentacdo semi-sélida, a purificacdo dos
mesmos e a atividade lipolitica dos extratos, sendo caracterizados por testes de pH,
temperatura, efeitos dos surfactantes e tempo de armazenamento. Além da
investigacdo da viabilidade celular dos extratos, determinacdo de atividade
antioxidante, avaliacdo da degradacdo de gordura animal também foram realizados.
Resultados: Como resultados foram obtidos a fermentacdo submersa utilizando
azeite de oliva como substrato resultou na producdo de Lipase F2 com notavel
atividade. A lipase F2 apresentou estabilidade em pH 8,0, mantendo atividade de uma
atividade lipolitica especifica de 135,89 U/mg com grau de pureza 3,63. Permaneceu
ativo na faixa de temperatura de 35 a 70°C, com O6tima estabilidade a 35°C, e
demonstrou resisténcia a diversos surfactantes e ions. Os testes com células
demonstraram que a viabilidade celular das células GM e Raw ndo houve diferenca
significativa quando tratada com a enzima lipase de F. solani. O tecido gorduroso de
frango foi degradado de 10g para 0,89g em 96 hrs na presenca da lipase de F. solani
purificada. E os resultados de caracterizagdo e produgdo da microemulsao
incorporada com lipase de F. solani indicam que essa é uma formulagcéo estavel com
eficacia comprovada. Concluséo: Dessa forma, uma emulsdo com a enzima lipase
de Fusarium solani é viavel para uso na industria, sendo favoravel e seguro para uso
em humanos e sem toxicidade para o0 mesmo.

Palavras-chave: Fusarium solani, Lipase exdgena, Fermentacdo, emulsdo, Atividade
lipolitica.



ABSTRACT

Introduction: Lipases produced by microorganisms have shown rapid advancement
in the field of enzymatic technology. They can act on a variety of substrates. Microbial-
origin lipases play an interesting role in biotechnology because many of them are
stable across a wide range of pH, high temperatures, and organic solvents. Objective:
To produce the lipase enzyme from the fungus Fusarium solani for biotechnological
applications in the health, aesthetics, and industry sectors. Methods: The fungus
Fusarium solani was cultivated on solid media for morphological identification through
analysis of its macroscopic and microscopic characteristics via microcultivation,
followed by submerged fermentation and semi-solid fermentation. The enzyme was
then purified, and the lipolytic activity of the extracts was assessed by testing pH,
temperature, surfactant effects, and storage time. Additionally, the cellular viability of
the extracts, antioxidant activity, and animal fat degradation were also investigated.
Results: Submerged fermentation using olive oil as a substrate resulted in the
production of Lipase F2 with notable activity. Lipase F2 exhibited stability at pH 8.0,
maintaining a lipolytic activity of 135.89 U/mg with a purity degree of 3.63. It remained
active within the temperature range of 35 to 70°C, with optimal stability at 35°C, and
demonstrated resistance to various surfactants and ions. Tests with cells showed no
significant difference in cellular viability when treated with the lipase enzyme from F.
solani. Chicken adipose tissue was degraded from 10g to 0.89g in 96 hours in the
presence of the purified F. solani lipase. The characterization and production results
of the microemulsion incorporated with Fusarium solani lipase indicate that it is a stable
formulation with proven efficacy. Conclusion: Therefore, an emulsion containing the
lipase enzyme from Fusarium solani is viable for industrial use, being favorable and
safe for human use without toxicity.

Keywords: Fusarium solani, Exogenous Lipase, Fermentation, Emulsion, Lipolytic

Activity.
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1. INTRODUCAO

Os lipidios séo elementos-chave na quimica da vida. A maioria dos organismos
usa a quimica supramolecular inerente aos fosfolipidios para formar seus
compartimentos extracelulares e intracelulares. Muitas plantas e animais armazenam
energia quimica na forma de triglicerideos, que sdo pouco solliveis em agua. Para o
funcionamento do metabolismo destes eles produzem esterases, enzimas que podem
hidrolisar ligagBes de ésteres sollveis em agua. Esterases que podem hidrolisar
triglicerideos no limite agua/éleo sdo denominados lipases ou, mais sistematicamente,
hidrolases de triacilglicerol (Maia et al., 2001).

As lipases sdo acil hidrolases que representam um grupo diversificado de
enzimas presentes em organismos que variam de procariontes a humanos. O peso
molecular de lipases esta na faixa de 19-60 kDa e é caracterizado por ser uma
proteina monomérica. (Chandra et al., 2020).

As lipases (triacilglicerol éster hidrolases EC 3.1.1.3) estdo entre as enzimas
industriais mais importantes devido a sua especificidade na hidrélise,
interesterificacdo, alcoodlise, aciddlise, esterificacdo e amindlise. As lipases nao
especificas atuam de forma aleatdria nas moléculas de acilglicerol, quebrando-as e
gerando &cidos graxos livres, glicerol, monoacilgliceréis e diacilglicerdis como
intermediéarios. Ja as lipases 1,3 especificas liberam &cidos graxos das posicbes 1 e
3, 0 que resulta em produtos com composi¢oes diferentes das obtidas por lipases ndo
seletivas ou até por catalisadores quimicos (Cortez et al., 2016).

Essas enzimas sdo geralmente usadas em diferentes setores quimicos, como
detergentes, alimentos, bioenergia, aromas, produtos farmacéuticos e ésteres
enantiopuros além de derivados de aminoacidos usados em quimica fina e
agroquimicos (Khan et al., 2017).

As lipases sdo amplamente encontradas em quase todos os tipos de
organismos vivos, mas principalmente em animais, plantas e micrébios. A maior parte
da pesquisa sobre aplicacbes de lipase depende de lipases comercialmente
disponiveis. Mais de 50% se originam e sao produzidos por microrganismos devido a
sua maior robustez, variedades de atividade e rendimento. Outra vantagem
proveniente de lipases obtidas a partir de microrganismos é a capacidade de funcionar
sem cofatores, enquanto algumas lipases animais requerem coenzimas sob algumas

condicbes (Dong et al., 2022).
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A induastria mundial do mercado de enzimas atingiu US$ 7,0 bilhdes em 2023
de US$ 5,5 bilhdes em 2018 em um complexo taxa de crescimento anual (CAGR) de
4,9% para o periodo 2018- 2023 (BCC Research, 2018). Este crescimento é resultado
de uma demanda crescente de enzimas principalmente em mercados emergentes
(por exemplo: india, China e Brasil) e um mercado de bioenergia em expansio
(Novozymes, 2013). Entre as enzimas industriais, as enzimas lipoliticas constituem
um dos mais importantes grupos de enzimas, com interesse para as industrias de
detergentes, Oleos modificados e setores farmacéuticos, o que se deve as suas
vantagens notaveis, como alta especificidade catalitica, formacédo minima de rejeitos
e sustentabilidade ambiental. (Xu et al., 2024)

A producéo de lipases microbianas é influenciada principalmente por fatores
ambientais, como a resposta do microrganismo a um meio com poucos nutrientes,
variacfes de temperatura e concentracdo de substratos. A presenca de lipidios e
acidos graxos como fontes de carbono estimula a producdo dessas enzimas
extracelulares (Cesério et al., 2021).

Muitos microrganismos sdo conhecidos como produtores de lipases
extracelulares, incluindo bactérias, fungos filamentosos e leveduras. Um grande
namero de bactérias e fungos produtores de lipase ja foi caracterizado, incluindo de
Serratia marcescens, Staphylococcus aureus e Bacillus stearothermophilus MC 7.9.,
Penicillium sp., Aspergillus  niger, Aspergillus sp.  Considerando que cepas
taxonomicamente proximas podem produzir lipases de diferentes tipos, varias
espécies deste grupo ndo sdo patogénicos, simples de cultivar e que secretam
enzimas com propriedades estruturas distintivas de alta termoestabilidade e atividade
ideal (Barbosa et al., 2012).

A busca por novos microrganismos produtores de lipases € uma area
promissora de pesquisa para futuras aplicagbes industriais, uma vez que novas
enzimas com estabilidade melhorada e atividade em condi¢des adversas, incluindo a
presenca de solventes e grandes variacdes de pH e temperatura, podem ser isoladas
(Luz et al., 2021).

Uma das areas que mais cresce € a das industrias cosméticas e com ela novas
técnicas estdo sendo desenvolvidas a fim de complementar e inovar a demanda na
area estética. Entre elas esta a técnica de mesoterapia como méetodo de reducéo da

gordura subcutanea para o contorno corporal. A maioria das fontes credita a Pistor
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por ter desenvolvido a técnica de mesoterapia na Franca em 1952 (Matarasso et al.,
2009).

Desta forma, o uso da lipase exdgena produzida por um fungo € um produto
biotecnologico alternativo tanto para area da saide como também nas mais diversas
areas da industria alimenticia, de tecidos, em processos de biorremediacdo do meio

ambiente e em aditivos em detergente e remocéao de 0leo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Produzir a enzima lipase extraida e purificada do fungo Fusarium solani para

aplicacfes biotecnolbgicas na saude, na estética e na industria

2.2 Objetivos Especificos

* Detectar a producdo de enzima lipase do fungo Fusarium solani obtido da
“Colecao de fungos do Maranhdo” localizada no laboratorio de Micologia do
Nucleo de Imunologia basica e Aplicada (NIBA) na UFMA;

+ Comparar a eficiéncia da enzima lipase de Fusarium solani com a lipase
comercial;

* Realizar ensaios in vitro para verificar a atividade lipolitica da lipase extraida de
Fusarium solani;

* Testar a enzima lipase em células Raw 264.7 e outras linhagens celulares para
verificar sua atividade citotoxica e viabilidade celular;

» Criar uma emulséo a base de lipases produzidas pelo fungo Fusarium solani;

» Verificar a estabilidade do produto criado através de testes fisico-quimicos e de

controle de qualidade.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Fungos

Os fungos podem ser de vérios tamanhos, desde células microscépicas até
organismos maiores terrestres (Sipos et al. 2018).

A partir dos metabdlitos secundarios produzidos por fungos esta o primeiro
antibiotico produzido de forma natural no mundo, a penicilina, o primeiro antibiético -
lactamico, isolado a partir do fungo Penicillum spp. Da mesma forma, alguns
medicamentos imunossupressores, como 0 cyclosporin, que possibilita a realizacao
de transplantes de oOrgaos, além de tratamentos contra o cancer e a reducdo do
colesterol sdo alguns exemplos (Case et al., 2022).

Os fungos também ja sao utilizados desde a década de 1990 na industria de
alimentos e bebidas, para fazer pédo, queijo, cerveja, vinho e outros produtos (Dupont
et al., 2017).

Os fungos produzem uma diversidade de compostos bioativos, tornando-os
ideais para produtos naturais. Acredita-se que cerca de 130 funcdes terapéuticas
sejam formadas por fungos medicinais, incluindo acdo imunomoduladora,
antioxidante, cardiovascular, antiparasitario, antiviral, antifangica, antibacteriana,
hepatoprotetora, desintoxicante, antidiabética, bem como protecdo contra o
desenvolvimento de tumores e inflamacédo séo exibidos por fungos. Além de serem
produtores de algumas das moléculas bioativas como polissacarideos, alcaldides,
proteinas, gorduras, minerais, carotendides, glicosideos, terpendides, folatos,
tocoferadis, flavonoides, fendlicos, 6leos volateis, acido ascoérbico, lectinas, enzimas e
acidos organicos (Chugh et al., 2022).

A biotecnologia fungica € uma area especializada da biotecnologia que lida com
o design e aplicacdo de biomassa fungica, metabolismo ou genética para abordar e
solucionar diversos problemas, nas mais diversas areas, como seguranca alimentar,
energia renovavel, na area médica e farmacéutica como também na questdo de
sustentabilidade ambiental. Apesar de varios estudos com fungos como
decompositores, saprotréficos, e patdégenos de plantas, as aplicacbes da
biotecnologia fungica sé ganharam forca significativa recentemente (Roth et al., 2023).

Entre as diversas areas na qual os fungos sao utilizados como fonte de matéria-
prima encontra-se a saude. Nos ultimos 50 anos, os metabdlitos secundarios de

fungos transformaram a medicina. Uma nova fase na imunofarmacologia e em outras
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drogas produzidas a partir de fungos incluem estatinas, equinocandinas e
estrobilurinas, além da biotransformacédo fangica de esterdides para a producao
industrial de hormonios esterodides (Aly et al., 2011).

Outra aplicacdo dos fungos é na producdo de enzimas pelos fungos
filamentosos. Enzimas como as proteases, dentre elas a renina, produzida pelo fungo
Mucor miehei, sdo utilizadas na fabricacdo de queijos pela coagulacédo da proteina
caseina do leite. Da mesma forma, as amilases que hidrolisam o amido s&o utilizadas
pela indUstria cervejeira para fornecer o acucar para a fermentacdo e sédo produzidas
pelos bolores Aspergillus niger e Aspergillus oryzae (Pereira et al., 2022).

Os fungos também séo importantes em industrias como as de detergentes,
papeleira e téxtil que devido a producdo de enzimas atuam sobre determinados
substratos de forma mais sustentavel. Os detergentes enzimaticos vém sendo cada
vez mais utilizados em substituicdo a substancias corrosivas, como a soda caustica,
bastante importante na limpeza de gorduras. A literatura mostra que existem lipases
produzidas por fungos como Aspergillus niger e Aspergillus oryzae que séo substitutas
as substancias causticas (Orlandelli et al., 2012).

Alguns outros fungos presentes na indastria papeleira e téxtil sdo Trichoderma
viride e Trichoderma reesei que sdo produtores de celulases e importantes no
processamento da celulose, na modificacdo da fibra, na producéo de papel reciclado,
na remocao de tinturas de pecas de roupas e no melhoramento de tecidos de algodao.
(Karnwal et al., 2019).

3.1.1 Fusarium

Os membros do género Fusarium pertencem a familia Nectriaceae, ordem
Hypocreales, classe Sordariomycetes, filo Ascomycota, reino Fungi e dominio
Eukaryotes. O género Fusarium foi descrito pela primeira vez em 1809 por Heinrich
Friedrich Link e listado na taxonomia por Fries em 1821. Até o momento, existem 300
espécies conhecidas de Fusarium, mas quase metade delas ndo foi oficialmente
descrita (Nikitin et al., 2023).

As espécies mais comuns do género Fusarium incluem Fusarium solani, F.
oxysporum, F. equisetti e F. chlamydosporum. Caracteristicas macroscépicas e
microscoépicas, como cor da colénia, comprimento e forma dos macroconidios,

namero, forma e disposicdo dos microconidios e presenca ou auséncia de
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clamidésporos sao fundamentais caracteristicas para a diferenciacao de espécies de
Fusarium (Larone, 1995; De Hoog et al., 2000).

Métodos moleculares, como o sequenciamento do gene 28S RNAr, também
sdo usados para identificacao rapida de cepas de Fusarium em niveis de espécie e
subespécie (Hennequin et al., 1999). Além de outros que sdo métodos de deteccéo
de DNAr baseados em reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (Lacmanova et al.,
2009) e deteccdo de padrées de bandas de proteinas por SDS-PAGE e eletroforese
de isoenzima esterase (El-Kazzaz et al., 2008).

Espécies de Fusarium sdo frequentemente consideradas como fungos do solo
devido a sua abundancia no solo. Suas diferentes espécies sdo consideradas alguns
dos mais importantes patdogenos de doencas de plantas, com algumas espécies
produtoras em plantas que contaminam as sementes e entram na cadeia alimentar,
afetando a saude humana e animal e, portanto, sao perigosos para produtos agricolas,
vida selvagem, gado e humanos (Arif et al., 2011).

A ampla distribuicdo das espécies de Fusarium tem sido atribuida a capacidade
desses fungos crescerem em uma ampla variedade de substratos e seus mecanismos
sao eficientes para a formacao e dispersao de esporos (Okungbowa et al., 2012).

Os fungos do género Fusaria também estdo entre as causas mais frequentes
de infeccbes invasivas por fungos (IMIs), perdendo apenas para o0 género Aspergillus.
O complexo de espécies Fusarium solani (FSSC), contendo muitas espécies
diferentes, é responsavel por ~ 60% dos casos de fusariose em todo o mundo,
variando de infec¢Bes localizadas na pele, unhas e olhos até IMIs disseminadas com

risco de vida (James et al., 2022).

3.1.2 Fusarium solani

Fusarium solani € um complexo de espécies que abriga diversas espécies
filogenéticas distintas (O’donnel et al., 2008). Tais espécies sdo alocadas em trés
clados; o clado 1 apresenta apenas duas espécies, ambas da Nova Zelandia; o clado
2 (O’donnel et al., 2000) composto por oito espécies filogenéticas e pertencentes a
Ameérica do Sul; e o clado 3, composto por dezoito espécies, sendo o clado mais
comum e diverso.

F. solani inclui alguns fungos patogénicos importantes, que estdo associados
com doencas humanas e de animais, bem como uma variedade de espécies saprofitas

e endofiticas (Summerell et al. 2011).
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Alguns membros de F. solani causam severa podriddao da coroa e da raiz de
uma ampla variedade de plantas como ervilhas, feijdes, tomates e tubérculos raizes e
nos trépicos € frequentemente associado a cancros e problemas de morte das arvores
(Nelson et al., 1981).

Fusarium solani também foi isolado de olhos humanos e unhas e dos olhos e
escamas de répteis e peixes (Rebell, 1981). Essa infeccao € letal especialmente entre
pacientes humanos imunocomprometidos, pois F. solani é resistente a maioria dos
agentes antifiingicos disponiveis.

Além dos humanos, F. solani € conhecido ser patogénico para lagostas,
cachorros, sanguessugas, camardes, tubardes, cobras e tartarugas mesmo que nao
seja considerado um fungo produtor de micotoxinas (Summerell et al., 2011).

Dentre as varias aplicagfes do uso de Fusarium solani, na area ambiental esta
0 processo de biorremediacdo por meio da sintese biolégica de nanoparticulas foi
realizada utilizando filtrado de cultura extracelular de Fusarium solani YMM20. Dessa
forma, as nanoparticulas de metal variaram em tamanho de 20 a 50 nm e por
nanotecnologia foi possivel biorremediar Ni2+, Cd2+, Co2+, Cu2+, Fe2+ e Pb2+ com
inUmeras vantagens para o meio ambiente (Mohammed & Khedr, 2021).

Entre as atividades bioldgicas, um estudo de Kyekyeku et al. (2017) relata
Fusarium solani JK10, um fungo endofitico, habitando as raizes de Chlorophora regia
garimpadas na floresta de Asakraka na Regido Leste de Gana. Os metabdlitos
secundarios de F. solani JK10 foram extraidos e explorados com isolamento de 09
compostos metabdlitos secundarios. As atividades antibacterianas in vitro dos
compostos 1-9 e o extrato do produto bruto pode matar bactérias Gram-positivas
Staphylococcus aureus (DSM 799) e Bacillus subtilis (DSM 1088), a cepa ambiental
Gram-negativa de Escherichia coli (DSM 1116) e a bactéria Gram-negativa do solo
Acinetobacter sp. BD4 (DSM 586).

No seguimento industrial, a utilizagdo do pigmento de F. solani BRM054066
como aditivo alimentar mostrou-se promissor, ja que além de melhorar as
caracteristicas sensoriais de alimentos e bebidas, seus componentes podem trazer
beneficios a saude humana. A combinacdo dos seus efeitos antioxidantes e anti-
inflamatoérios conferiu-lhe uma acédo protetora as propriedades dos constituintes
celulares contra o estresse oxidativo e contra o dano tecidual causado por desordens

inflamatorias (Menezes et al., 2020).
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Na agricultura foi detectado que os perfis fendlicos e flavondides para cultivar
a oliveira inoculada por Fusarium solani apresentaram altas concentracdes de fendis
e flavondides; o perfil fendlico incluia pirogalol, acido gélico, catequeina, clorogénico,
catecol, acido cafeico, &cido vanilico, cafeina, ferdlico, cindmico, reversetrol,
cumarina, acido benzéico e acido salicilico, enquanto o perfil flavonoide incluindo
kampferol, narengina, hespiridina, rutina, acido rosmarinico, apegnina, quercetina,
ramnetina e acacetina (Shalapy & Kang, 2022).

Outro estudo também destaca os potenciais de F. solani PSC-R, incluindo sua
capacidade antimicrobiana e antioxidante. Os parametros do processo de extracéo
aumentaram a produtividade de metabdlitos secundarios de naftoquinonas e
compostos fendlicos em 3,6 vezes e 1,5 vezes respectivamente. O aumento no
rendimento dos metabdlitos sugere que o meio otimizado € uma estratégia eficiente
para aumentar a producdo de metabdlitos secundarios na cultura em suspensao de
F. solani PSC-R (Rathna et al., 2016).

3.2 Enzimas

A palavra 'enzima’ foi usada pela primeira vez pelo fisiologista aleméao Wilhelm
Kihne em 1878, quando ele descrevia a capacidade da levedura de produzir alcool a
partir de acucares, e é derivada das palavras gregas en (que significa 'dentro’) e zume
(que significa 'levedura’) (Robinson, 2015).

As enzimas sdo proteinas catalisadoras formadas por uma longa cadeia de
aminoacidos unidos por uma ligacéo peptidica. Estas sdo usadas para ativar qualquer
reacdo ligando-se ao local especifico do substrato. As enzimas sdo especificas em
sua acao e sua atividade depende da concentracdo do substrato e de outras
condicOes fisicas, como temperatura e pH. As enzimas podem ser obtidas de varias
fontes, como microrganismos, plantas e animais. As enzimas sao classificadas com
base em sua estrutura, funcao e natureza da reacdo (Ucak & Afreen, 2022).

As enzimas desempenham um papel importante na reducdo da energia de
ativacado e na aceleracdo de inUmeras reacgdes bioldgicas que séo cruciais para nutrir
a vida sem causar modificagcdes permanentes. A incapacidade das fontes vegetais e
animais para satisfazer as demandas industriais de enzimas direcionou a atengao
para as fontes microbianas (Guerrand, 2018).

A producédo de enzimas microbianas é mais rapida, econémica, escalavel e

passivel de manipulacbes genéticas. Dentre as fontes microbianas, os fungos
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representam uma interessante fonte de enzimas industriais, compartilhando com mais
de uma variedade de enzimas no mercado (Singh, 2019).

As enzimas fangicas sao caracterizadas por sua alta capacidade de producao,
processo de purificacdo e de separacdo mais faceis, especialmente para fungos
filamentosos, e catalise eficiente com estabilidade desejada contra condi¢cdes
adversas. Além disso, os usos de fungos em um grande namero de preparacdes
tradicionais, como cerveja e panificacdo de periodos antigos, oferecem um contexto
seguro e firme para suas aplicacdes recentes (Wang et al., 2018).

As enzimas tém um papel importante nos desafios da humanidade em usar
sistemas bioldgicos para uma ampla variedade de aplicagdes. Atualmente, as enzimas
fungicas sé@o responsaveis por mais de 50% do mercado total de enzimas. Essa
enorme participacdo de mercado é amplamente atribuida a algumas espécies dos
géneros Aspergillus, Trichoderma, Rhizopus e Penicillium que atendem aos requisitos
de escala comercial para a producéo de enzimas (ElI-Gendi et al., 2022).

As enzimas também possuem funcdo de biocatalisadores que aceleram as
reacOes bioquimicas nos organismos vivos. Eles podem ser extraidos de células e
usados para catalisar processos comercialmente importantes. Por exemplo, eles tém
papéis importantes na producdo de agentes edulcorantes e na modificacdo de
antibioticos, sdo usados em pos de lavagem e em varios produtos de limpeza e
desempenham um papel fundamental em dispositivos analiticos e ensaios que tém

aplicacdes clinicas, forenses e ambientais (Robinson, 2015).

3.2.1 Lipases

A lipase foi descoberta pela primeira vez no suco pancreatico como uma
enzima por Claude Bernard em 1856, que hidrolisou goticulas de 6leo insoluveis e as
transformou em produtos sollveis. Posteriormente, foram observadas as producdes
de lipase nas bactérias Bacillus prodigiosus, B. pyocyaneus e B. fluorescens em 1901,
e no cenario atual Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa e espécies de
bactérias Pseudomonas fluorescens foram detectadas para a producao de lipases em
grande escala. A lipolase foi a primeira lipase recombinante comercial industrializada
a partir do fungo Thermomycesl anugiwnosus e expressa em Aspergillus oryzae em
1994 (Chandra et al., 2020).

A enzima lipase pertence a familia das triacilglicerol-acil hidrolases (EC

3.1.1.3). Elas podem catalisar a hidrolise e sintese de triglicerideos de cadeia longa
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em acidos graxos, diacilglicerol, monoacilglicerol e glicerol conhecidos como
carboxilesterases (Mehta et. al., 2017).

Além da atividade de hidrélise, elas exibem atividades de interesterificacéo,
esterificacdo, amindlise e alcodlise que sédo encontradas em uma ampla gama de
industrias. A lipase sintetiza ésteres de glicerol e acidos graxos de cadeia longa em
meio ndo aquoso. As lipases microbianas sdo mais valiosas se comparadas as
enzimas de plantas ou animais devido a variedade de atividades cataliticas
disponiveis, producdo de alto rendimento e simplicidade de manipulacdo genética,
auséncia de flutuacbes sazonais, fornecimento regular, estabilidade mais segura

(Javed et al., 2018), como ilustrado nas figuras 1 e 2.
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Figura 1. Reacdo de hidrélise catalisada pela lipase
Fonte: Adaptado Lason & Ogonowski (2010)
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No mercado de enzimas, as lipases sao consideradas um dos maiores grupos
de enzimas comercializadas. O mercado internacional de lipase prevé vendas
superiores a US$ 797,7 milhdes até 2025. O tamanho do mercado global de lipase
microbiana foi de US$ 349,8 milh6es em 2019 e espera-se que mantenha uma taxa
composta de crescimento anual (CAGR) de 5,2% no periodo previsto de 2020 a 2025,
atingindo US$ 428,6 milhdes até 2025 (Ali et al., 2023).

As lipases sdo comumente usadas na industria de alimentos e desempenham
um papel efetivo na fabricacdo de uma variedade de produtos alimenticios. Da mesma
forma, as lipases sdo amplamente utilizadas em produtos de limpeza industrial,
processamento de couro, cosméticos, papel e industrias de detergentes, enquanto
outras aplicacbes de lipases em biossensores, producdo de biodiesel, aplicagbes
biomédicas, pesticidas e biorremediacdo sdo de grande importancia (Fatima et al.,
2021).

Entre as novas utilizacGes da lipase na area médica e estética, a lipase no corpo
humano é usada para quebrar as gorduras presentes nos alimentos para que possam
ser absorvidas no intestino pois a deficiéncia de lipase leva a ma absor¢éo de gorduras
e vitaminas lipossollveis.

As lipases ajudam também na fibrose cistica, doenca de Alzheimer,
aterosclerose, além de atuar como ferramenta de diagndstico, a sua presenca ou
niveis crescentes podem indicar certa infeccdo ou doenca. Na obesidade causa
doencas metabdlicas e é um grave problema de saude em todo o mundo. Assim, a
inibicdo da lipase digestiva para reduzir a absor¢céo de gordura tornou-se a principal
abordagem farmacolégica para o tratamento da obesidade nos ultimos anos (Loli et
al., 2015).

As lipases sdo usadas na industria médica e farmacéutica. Por exemplo, as
reacoes de interesterificacdo e transesterificacdo enantiosseletivas com a ajuda de
lipases tém grande importancia na industria farmacéutica para reacoes seletivas de
acilacao e desacilacdo. As lipases desempenham um papel importante na modificacao
de monoglicerideos para uso em emulsificantes em aplica¢cdes farmacéuticas. A lipase
de S. marcescens foi amplamente utilizada para a hidrélise assimétrica do éster do
acido 3-fenilglicidico, que é o intermediario chave na sintese do cloridrato de diltiazem
(Sharma et al., 2014).

Da mesma forma, a lipase é utilizada na producdo de biossensores. A

determinacdo quantitativa de triacilglicerol é de grande importancia no diagnéstico
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clinico e na industria alimenticia. O uso do dispositivo sensor de lipideos como um
biossensor é mais barato e consome menos tempo em comparagdo com 0s métodos
quimicos para a determinagcdo de triacilglicerol. Na determinacdo quantitativa, as
lipases s@o usadas para gerar glicerol a partir do triacilglicerol na amostra analitica e
para quantificar o glicerol liberado por métodos enzimaticos ou quimicos. Um exemplo
€ o0 biossensor de lipase de Candida rugosa que foi desenvolvido como uma sonda de
DNA (Gopinath et al., 2013).

3.2.2 Lipases fungicas

Em comparacéo com plantas e animais, descobriu-se que 0s microrganismos
produzem grande quantidade de lipases. As lipases fungicas destacam-se como as
principais fontes da enzima devido a sua capacidade de atividade catalitica, baixo
custo de producéo e relativa facilidade na manipulacéo genética. Ha varias fontes de
lipases, com diferentes propriedades, métodos de purificacdo, técnicas de
imobilizacdo e potencial industrial que tornam as lipases biocatalisadoras de primeira
escolha (Mehta et al., 2017).

A producdo de lipase fangica acontece principalmente por processos de
fermentacdo em estado soélido e submerso com diferentes substratos e variacdo nas
condicBes operacionais influenciadas por fatores fisico-quimicos e que desempenham
importante papel na producéo 6tima de lipase (Geoffry et al., 2018).

Hernandez-Martin; Otero (2008) estudaram a sintese enzimética do biodiesel
via alcodlise para diferentes Oleos vegetais (girassol, oliva, soja e borragem) e
utilizaram as lipases comerciais Novozym® 435 (Candida antarctica) e Lipozyme® TL
IM (Thermomyces lanuginosus). As duas lipases converteram o lipidio para éster
etilico apos 48h (Novozym® 435) e 96h (Lipozyme® TL IM), com aproveitamento de
84% da reacéo.

Smitha et al., (2014) rastreou 181 culturas de fungos por sua capacidade de
secretar enzimas hidroliticas usando agar nutriente suplementado com tributirina
como substrato e constatou que 60,2% apresentavam atividade lipolitica. Da mesma
forma, entre dezoito cepas fangicas isoladas rastreadas para atividade lipolitica
exbégena, cepas de Aspergillus sp. foram encontradas com maior atividade lipolitica.

Na industria farmacéutica, as enzimas fangicas oferecem varias vantagens
sobre a sintese quimica, justificando assim a crescente procura pelas lipases. Estas

vantagens incluem condicbes que evitam reacdes de isomerizacdo, epimerizacao,
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racemizacao e rearranjo e regiosseletividade; e possibilita a reutilizacdo de lipase
imobilizadas; superexpressdo da lipase e mutagénese da lipase para funcdes
especificas, garantindo economia no processo de obtencdo da mesma. A capacidade
das lipases de resolver misturas racémicas pela sintese de um Unico enantibmero é
atualmente bastante explorada para producdo de medicamentos pela indastria
farmacéutica (Singh & Mukhopadhyay, 2011).

Em contrapartida, a atividade das enzimas lipoliticas ndo é bem definida pela
ciéncia. Hellggren e Vicent (1981) consideram essas enzimas importantes para o
desenvolvimento das infeccfes fungicas como dermatofitoses, por causarem ruptura
da superficie lipidica do extrato cérneo. As lipases auxiliam os fungos a degradar
acidos graxos fungistaticos presentes na pele, colaborando como fator de viruléncia
(Trabulsi, Althertum, 1990).

3.3 Aplicacao biotecnoldgica das lipases microbianas.
3.3.1 Ambito da saude

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) indica obesidade como um dos
problemas de saude publica mais importantes do mundo problemas. Em 2014, mais
de 1,9 bilhdo de adultos estavam acima do peso. Destes, 600 milhdes ja sdo obesos.
De 1980 a 2013, tanto a obesidade quanto o sobrepeso aumentaram 27,5% entre
adultos e 47,1% entre criancas. No Brasil, as taxas de obesidade crescem
continuamente. Algumas pesquisas indicam que mais de 50% da populagdo tem
excesso de peso, ou seja, na faixa de sobrepeso e obesidade (Barroso et al., 2017).

A obesidade e o sobrepeso sdo problemas de saude que indicam acumulo
excessivo e anormal de gordura corporal e levar a efeitos adversos a saude. A
obesidade € uma doenca crénica com grande prevaléncia e € agora considerada uma
epidemia global que j4 possui varios tratamentos medicamentosos e nao
medicamentosos.

A mesoterapia é um tratamento terapéutico alternativo para tratar uma
variedade de sindromes musculo-esqueléticas dolorosas como também reducgdes de
gorduras localizadas. O termo mesoterapia vem da palavra “mésothérapie”,
introduzida pelo médico francés Michel Pistor. Uma técnica que € minimamente
invasiva, baseada em microinje¢cdes contendo principios ativos na camada superficial
da pele correspondente a area a ser tratada. Este “microdepédsito” origina uma

liberacdo mais lenta do farmaco nos tecidos circundantes comparativamente a
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administracdo parentérica, podendo apresentar beneficios como a utilizacdo de uma
dose inferior de principio ativo; e um inicio rapido e duracdo de acédo prolongada
(Faetani et al., 2021).

Uma forma de mesoterapia para reducdo de gordura local é baseada na
estimulacao da lipdlise nas células de gordura, e o outro é baseado na destruicdo de
células de gordura usando um detergente. Essa fuséo preferencial de gordura, as
vezes chamada de contorno corporal ou modelagem corporal. No entanto, esta se
juntando outras terapias, como inje¢cdes de toxina botulinica, como procedimento
cosmeético comum e popular. Assim, é importante para os interessados no tratamento
da obesidade conhecer a mesoterapia, como funciona, seus beneficios e suas
preocupacdes de seguranca (Jayasinghe et al., 2013).

Plachouri et al. (2019) realizaram uma revisao sistemética para examinar a
eficacia e seguranca da mesoterapia. Eles descobriram que a mesoterapia foi eficaz
e bem tolerada. Porém, a mesoterapia no campo médico e cosmético apresenta
necessidade de estudos sistematicos maiores.

As lipases séo utilizadas como ferramentas de diagnostico mostram a indicacao
de varias doencas e também atuam como importantes alvos de drogas e enzimas
marcadoras no organismo humano. Os niveis de lipase no sangue atuam como uma
ferramenta de diagndstico para a deteccdo de patologias como pancreatite aguda,
além disso seus niveis sdo usados como marcadores no diagnostico de doencas
cardiacas (Mahfoudhi et al., 2022).

A lipase é a enzima preliminar para o metabolismo da gordura e sua deficiéncia
causa problemas de saude perigosos. A lipase atua como um ativador de fator de
necrose tumoral e auxilia no tratamento de doengas malignas tumores, (Singh e
Mukhopadhyay, 2012).

A lipase é usada na sintese de lovastatina, uma droga amplamente utilizada no
tratamento da reducdo do colesterol sérico. Da mesma forma, o fungo Serratia
marcescens produz uma lipase que produz um acido 3-fenil glicosidico que € um
composto intermediario usado na sintese de cloridrato de diltiazem, uma droga usada
como vasodilatador coronério em muitos paises (Pérez et al., 2019).

Semelhantemente, a lipase pode emulsionar gorduras juntamente com
proteases e podem ser utilizadas no tratamento das doencas do trato digestivo em
doencas gastrointestinais dispepsia e alergias cutaneas do sistema digestivo alergias
(Mehta et al., 2017).
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Ha estudos que mostram que as altas concentracdes de triglicerideos (TG) no
sSoro sanguineo podem estar relacionadas aos canceres colorretais e pancreaticos ou
lesdes precoces de cancer. Dessa forma, a hidrélise dos TG plasmaticos, catalisada
pelas lipoproteinas lipases (LPL), € reconhecida como uma alternativa para prevenir
este tipo de cancer. Em humanos, o braco curto do cromossomo 8, que contém um
supressor tumoral potencial, seria deletado, iniciando ou promovendo o carcinoma
hepatocelular. Através da andlise FISH, foi comprovado que a deficiéncia de LPL
promove o cancer de prostata. Outros genes suscetiveis ao cancer também séo
deletados junto ao braco curto do cromossomo humano, sendo responsaveis pelo
cancer de mama 2 (DBC2), cancer de figado 1 (DLC1), e supressor tumoral
mitocondrial 1 (MTUS1). Portanto, nestes cromossomos, a delecdo do gene LPL
coloca os genes relacionados ao cancer um fator de promoc¢ao da carcinogénese com

efeito conjunto a outros fatores promotores de cancer (Chandra et al., 2020).

3.3.2 Ambito alimenticio

As gorduras e 6leos sdo componentes importantes dos alimentos. O valor
nutricional e sensorial, assim como as propriedades fisicas de um triglicerideo, é
fortemente influenciado por fatores como a posi¢céo dos acidos graxos na estrutura do
glicerol, o comprimento da cadeia do acido graxo e seu grau de insaturacao. As lipases
sdo capazes de modificar as propriedades dos lipidios alterando a localizacdo das
cadeias de acidos graxos no glicerideo e substituindo um ou mais acidos graxos por
novos. A manteiga de cacau possui alto valor de gordura porque contém &cidos
palmitico e estearico de ponto de fusdo de aproximadamente 37 °C. A fusédo da
manteiga de cacau na boca € utilizada para produzir uma sensacdo de frescor
desejavel em produtos como chocolate (Zorn et al., 2016).

As lipases também sé&o utilizadas ex-situ para produzir sabor e modificar a
estrutura por meio de inter ou transesterificacdo, a fim de obter produtos com maior
valor nutricional ou adequados para alimentacao parental. As lipases também tém sido
adicionadas nos alimentos para modificar o sabor pela sintese de ésteres de acidos
graxos de cadeia curta e alcoois que alteram o sabor e fragrancia (Mehta et al., 2021).

As lipases facilitam a remocéo de gordura de produtos de carne e peixe que
tem uma producédo de ésteres de acidos graxos catalisada por lipase em fase sélida.

As lipases séo utilizadas para a producéo de ésteres de acidos graxos de agucares,
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como maltose e lactose. As lipases de Candida rugosa tém muitas aplicacdes na
industria de alimentos e sabores, assim como na producéo de sorvete (Ray, 2015).

Elas sdo utilizadas também no processamento de varios produtos lacteos,
como leite, manteiga, sorvete e queijo, aumentando a estabilidade das gorduras. Elas
conferem sabores caracteristicos ao queijo, por meio dos acidos graxos livres
produzidos pela degradacéo das gorduras do leite. Na panificacdo, as lipases de B.
subtilis ttm um papel importante o que incluem a prolongacao da vida util, a melhoria
da maciez e o aumento do volume (Karaca e Guven, 2018).

As fosfolipases sédo utilizadas para melhorar o poder emulsificante da gema de
ovo, melhorando assim ndo apenas o desempenho dos lipidios do ovo, mas também
reduzindo a necessidade da quantidade de gema de ovo no processamento de
alimentos. As propriedades emulsificantes do ovo vém de seus lipidios. A fosfolipase
hidrolisa a lecitina e a isolecitina do ovo. Assim, a gema de ovo processada € utilizada
para a producdo de maioneses, cremes, alimentos para bebés e molhos em grandes

industrias como Nestlé, Kraft e Unilever. (Aravindan et al., 2007).

3.3.3 IndUstria téxtil

As industrias téxteis sdo as industrias mais antigas e utilizam uma grande
guantidade de produtos quimicos e por isso sdo as industrias mais poluentes. Alguns
desses produtos quimicos sao cancerigenos e tém efeitos alérgicos que afetam a
saude humana. Essas industrias produzem residuos como formaldeido, cloro,
corantes, detergentes e metais pesados como chumbo e mercurio, que causam
problemas ambientais graves (Hooda, 2020).

Para substituir esses produtos quimicos e superar esses problemas ambientais,
as industrias téxteis estdo agora mudando de métodos convencionais para métodos
bioldgicos que envolvem a aplicacdo de enzimas, uma vez que sao estaveis, seguras
e biodegradaveis; sdo amplamente utilizadas em substituicio a esses produtos
guimicos toxicos, além de ajudarem a melhorar a qualidade dos produtos fabricados
(Kumar et al., 2021).

O uso de lipases fungicas tornou-se essencial nas industrias téxteis, e essas
lipases também sé&o utilizadas para ajudar na remoc¢éo de solventes, proporcionando
melhor absorcgéo do tecido para um nivelamento elevado na coloragéo. Preparacoes
comerciais também contém a enzima lipase que € usada para afinar o denim e outros
tecidos de algodao (Mehta et al., 2017).
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Na industria téxtil, o poliéster € uma fibra sintética com certas vantagens
distintas, como maciez, alta resisténcia, capacidade de lavagem, resisténcia a
abrasdo e resisténcia a rugas; quando a fibra de poliéster é tratada enzimaticamente
por lipase, isso ajuda a melhorar sua capacidade de absorver corantes e produtos
guimicos catiénicos que apoiam a preservacao do tecido. A lipase produzida a partir
de Aspergillus oryzae € usada para modificar o tecido de tereftalato de polietileno
(PET), aumentando sua polaridade e capacidade antiestética (Kumar e Kumar, 2020).

Em outro estudo, El Menoufy et al. (2022) relatou que o fungo Aspergillus niger
NRRL-599 produziu uma lipase por meio de fermentacdo em estado sdlido e produziu
uma lipase imobilizada utilizando nanoparticulas de titanio revestidas com gelatina. A
lipase imobilizada é utilizada no tratamento da |& apos a coloragcédo para melhorar a
cor e a resisténcia.

O uso de lipases fungicas tem se tornado crucial nas industrias téxteis, e as
lipases fungicas também sdo usadas para ajudar na remocao de lubrificantes de
amido, proporcionando ao tecido uma melhor absorcdo, favorecendo um nivel
superior no tingimento. Preparacfes comerciais também contém lipases que sao
usadas para a retirada do amido do jeans e de outros tecidos como algodado (Mehta
et al., 2017).

3.3.4 Industria Cosméticas

As lipases tém desempenhado um papel significativo no setor cosmético e
produtos de cuidados pessoais, como promotores de amaciamento, limpeza, aroma e
cor. Este setor tem um valor de mercado consideravel apos a alimentacao e setores
farmacéuticos (Mehta et al., 2017).

As lipases tém alto potencial de uso em perfumarias e cosmeéticos como na
esterificacdo do glicerol produz mono e diglicerol onde séo usados como surfactantes
nos cosmeticos e industrias de perfumes. As lipases catalisam a transesterificacdo de
3,7-dimetil-4,7-octadieno-1-ol, cujo resultado é um ingrediente de fragrancia muito
importante na industria de perfumaria.

Além disso, Mouad et al. (2016) relatou que a lipase imobilizada de Rhizomucor
miehei € usada como um biocatalisador na fabricacdo de produtos de cuidados
pessoais, como a pele cremes e 6leos de banho e a Candida antarctica B produz uma

lipase, que sintetiza uma composicao anfifilica (Kumar et al., 2023)
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A induastria Unichem International localizada na Espanha produziu o palmitato
de isopropila, miristato de isopropila e palmitato de 2-etilhexila, usados como
emolientes em produtos cosméticos, como cremes para a pele e bronzeadores, além
de dleos de banho, o que indica que o uso de lipases como substituto de &cidos
convencionais como catalisadores podem melhorar a qualidade dos produtos
cosmeéticos (Hasan et al., 2006).

As lipases sao utilizadas na producéo de finalizadores para cabelos e também
como ingrediente de cremes antiobesidade, de uso tépico ou de administracéo oral
(Mehta et al., 2017). A vitamina A (retinol) e seus derivados tém sido usados em
grandes quantidades em produtos farmacéuticos e cosméticos, como produtos para
cuidados com a pele e os derivados sollveis em agua do retinol sdo preparados com
a reacao catalitica da lipase imobilizada (Mahfoudhi et al., 2022).

A Nippon Oil and Fats Co. Ltd. recebeu uma patente pela formulacdo de
monoester de glicerol de propileno na presenca da enzima lipase; este éster é utilizado
como emulsificante e agente de perolizacao nas industrias de cosméticos e alimentos
(Kim et al., 1997). Em outra pesquisa, Khan e Rathod (2020) sintetizaram palmitato
de n-butilo a partir da lipase de Candida antarctica B apés imobilizacao covalente em

esferas de poliacrilato hidrofébicas e macroporosas em um meio livre de solvente.

3.3.5 IndUstria de detergentes

O campo de aplicacdo mais comercialmente importante para lipases hidroliticas
€ como aditivos em detergentes, tanto industriais quanto para lavanderia e uso
doméstico (Garcia-Silvera et al., 2017).

A lipase pode reduzir a carga ambiental dos produtos de detergente, pois
economiza energia ao permitir que as temperaturas de lavagem sejam utilizadas mais
baixas além de ajudar a manter a textura e a qualidade dos tecidos. As industrias de
detergentes s&o os principais consumidores de enzimas, tanto em volume quanto em
valor (Verma et al., 2012).

O uso de enzimas em formulacdes de detergentes melhora a capacidade dos
detergentes, remove manchas dificeis e torna o detergente ambientalmente seguro.
Atualmente, muitos produtos de detergentes para lavanderia contém coquetéis de
enzimas, incluindo proteases, amilases, celulases e lipases (Jeon et al., 2009).

As lipases possuem critérios para servir como aditivos em detergentes,

incluindo estabilidade em pH alcalino, solubilidade em agua, tensoativos e baixa
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especificidade de substrato. A Genencor International introduziu lipases bacterianas
comerciais, como a Lipomax de Pseudomonas alcaligenes e Lumafast de
Pseudomonas mendocina, que foram utilizadas como enzimas detergentes desde o
ano de 1995 (Rahman et al., 2006).

Além disso, Xiao et al. (2021) também relatou que uma lipase recombinante
Lip486 foi descoberta usando tecnologia de metagendmica funcional e pertence a uma
nova subfamilia chamada familia de enzimas lipoliticas II. A Lip486 expressa grande
atividade lipolitica e estabilidade, pH alcalino e estabilidade em ambientes de
temperatura meédia-baixa; propriedades que a tornam ideal para industria de

detergentes.

3.3.6 Industria de papel

Na industria de celulose e papel é importante o descobrimento de novos
métodos de cozimento em larga escala e baixo custo para maximizar o valor da
lignocelulose ndo madeireira. Isso ndo so6 resolveria a escassez de matérias-primas,
mas também reduziria a poluicdo ambiental e as emissdes de carbono (Demuner et
al., 2011).

Jia et al. (2022) mostrou que a lipase e xilanase sdo enzimas usadas para pré-
tratar a palha de trigo e a celulose da mesma. Os resultados mostraram que a lipase
pode remover a gordura e a cera na superficie da palha de trigo, enquanto a xilanase
degradou os componentes da hemicelulose, como o xiloglucano, da fibra da palha de
trigo, destruindo a estrutura do complexo lignina-carboidrato, o0 que aumentou a
remocgdo da lignina. Apos o pré-tratamento combinado com lipase (15 U-g-1) e
xilanase (15 U-g-1), o desempenho de cozimento da palha de trigo foi melhorado e o
indice de tragao (97,37 N-m-g-1), brilho (40,9% ISO) e rendimento (58,10%) da
celulose aumentaram em 12,9%, 19,9% e 9,9%, respectivamente.

Para o papel reciclado, a lipase de destintagem pode aumentar a taxa de
polpacdo da polpa, intensificar e aumentar a brancura, reduzir o uso de produtos
quimicos, diminuir o nivel de poluicdo da agua residual, prolongar a vida atil dos
equipamentos, economizar energia e tempo, e reduzir o custo inerente a producéo do
mesmo.

Em um processo de destintagem para o 6xido de etileno — 6xido de propileno,
a lipase de Pseudomonas sp. KWI-56 melhorou a brancura do papel e reduziu

manchas permanentes de tinta. A abordagem de monitoramento do pitch enzimatico
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tém sido utilizados em um processo de fabricacdo de papel em grande escala como
operacao rotineira desde o inicio da década de 1990, utilizando lipases (Chandra et
al., 2020).

3.3.7 Biorremediacado de aguas residuais

A biorremediacdo de aguas residuais mediada por lipases € uma técnica
inovadora e bastante utilizada no gerenciamento de residuos na biotecnologia de
lipases. As lipases tém aplicacdes em processos aerébicos de residuos, onde
camadas finas de gorduras sdo continuamente removidas da superficie de tanques
aerados para manter o fornecimento de oxigénio, onde esse liquido rico em gorduras
é digerido pelas lipases (Cruz et al., 2020).

Da mesma forma, espécies fungicas podem ser aplicadas para degradar
derramamentos de 6leo no ambiente costeiro, o que pode melhorar a restauracédo
ecologica e também ajudar no processamento enzimatico de Oleo nas industrias
(Gopinath et al., 1998).

Algumas espécies pertencentes aos géneros Aspergillus, Fusarium,
Cladosporium, Trichoderma, Mortierella, Penicillium, Beauveria e Engyodontium s&o
exemplos de fungos que recentemente séo potenciais agentes de biorremediacao no
solo (Islam e Datta, 2015).

Aspergillus terreus e Aspergillus niger sdo espécies que produzem lipases e
sdo usadas na biorremediacao de solos poluidos e na degradacéo de filmes de alcool
polivinilico, respectivamente. As lipases de Aspergillus uvarum e Aspergillus ibericus
também tém aplicacdes em processos de biorremediacédo de aguas (Salgado et al.,
2016).

Um estudo de Basheer et al. (2011) isolou o fungo Aspergillus awamori
BTMFW032 da agua do mar, que foi capaz de produzir lipase e reduzir
aproximadamente 92% dos contetdos de gordura e 6leo do efluente contendo 6leo
residual. Uma lipase isolada de Geotrichum candidum também tem aplicacfes em
biorremediacdo e no controle da descoloracdo de aguas residuais na producéo de

azeite (Kumar et al., 2020).

3.3.8 Biossensores

Os sensores eletroquimicos sdo uma plataforma adequada para a construgéo

de um biossensor ou bioensaio e podem usar lipase como parte do reconhecimento
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do analito. Técnicas de voltametria, como cronoamperometria (amperometria),
voltametria de pulso e potenciometria sdo aplicadas para esse propasito.

A lipase pode ser imobilizada na superficie de um sensor baseado em um
transistor de efeito de campo sensivel a ions (ISFET), um auto condutor é adequado
para esse proposito. Um ISFET com lipase imobilizada do pancreas suino foi utilizado
por Pojanowska e colaboradores (2001) para a medicao de varios triglicerideos. A
lipase foi aprisionada em gel de alginato em esferas de vidro revestidas com queratina,
e as esferas modificadas foram adsorvidas em folhas de nitrocelulose. Eles
comprovaram o ensaio para triacetina, tributirina e trioleina, que foram medidos com
uma sensibilidade de 0,022 pH/mmol/L (triacetina), 0,478 pH/mmol/L (tributirina) e
0,128 pH/mmol/L (trioleina).

Um método analitico fluorimétrico baseado em microplacas foi desenvolvido
para medir a atividade de transesterificacdo da lipase. Eles realizaram o ensaio com
dois substratos: 4-metilumbeliferona e metanol em tert-butanol. O produto da reacéo,
4-metilumbelliferona, foi medido fluorimetricamente com luz de excitacdo a 330 nm e
emissao a 390 nm. O ensaio foi verificado com lipases dos fungos Candida antarctica,
Mucor miehei, Thermomyces lanuginosus e das bactérias Pseudomonas cepacia e P.
fluorescens. Os autores relataram a total aplicabilidade do ensaio na caracterizacao
das lipases, como também um potencial para bioensaios baseados na reacao
fluorimétrica (Pohanka, 2019).

3.4 Emulsdes

Emulsdes séo sistemas dispersos em Aagua-6leo, termodinamicamente
instaveis, que tendem a se separar sob o efeito de for¢as externas e/ou perturbagdes.
Tal separacao ocorre em tempos que podem diferir de varias ordens de magnitude. A
previsdo desses tempos de vida, bem como a adaptacdo da microestrutura da
emulsdo, sdo aspectos essenciais nos campos tecnoldgicos onde emulsdes séo

produzidas e utilizadas (Ravera et al., 2021).

3.4.1 Macroemulsao

A macroemulséo € caracterizada pelo maior tamanho de goticulas dentro das
emulsdes. O tamanho das goticulas da macroemulsao é maior que 400 nm, o que a

classifica como uma emulsdo grosseira. Fisicamente, ela é descrita como um liquido
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cremoso, pegajoso, mas fluido. Pode ser formada em dois tipos: agua em 0Oleo (W/O)

ou Oleo em agua (O/W).

3.4.2 Nanoemulsao

A nanoemulsdo é caracterizada por ter um tamanho médio de goticulas,
variando entre 100 nm e 400 nm. Fisicamente, ela € descrita como um liquido
translicido ou transparente e fluido. Em comparacdo com a microemulsdo, a
nanoemulsdo é termodinamicamente instavel, pois reage com a troca de temperatura
ambiente, o que pode afetar sua aparéncia.

Durante o aquecimento ou misturas com alta taxa de cisalhamento em
processos de preparacdo de alimentos, a nanoemulséo pode ficar levemente turva e
depois voltar a ser transparente quando esfria. Isso € diferente da microemulsao, que

permanece transparente e estavel em diferentes temperaturas.

3.4.3 Microemulsdes

Uma microemulsdo (ME) € um sistema estavel termodinamicamente e
transparente em varias direcfes, formado por dois liquidos que ndo se misturam,
geralmente 4gua e 6leo, e que sdo estabilizados por uma camada de tensoativos na
interface entre o 6leo e a agua. Para preparar uma ME, sdo combinados de trés a
cinco componentes: Oleo, 4gua, tensoativo, cotensoativo e eletrélito (Mitsou et al.,
2018). Existem trés tipos de microemulsdes: microemulsdo O/A, bicontinua e

microemulsédo A/O (figura 03).
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Figura 3. Tipos de microemulsdes esquematizadas pela fase oleosa (cinza), pela fase aquosa (branca)
e por um filme interfacial de tensoativo/cotensoativo. A: microemulsdo O/A, B: bicontinua e
C:microemulséo A/O.

As microemulsdes sédo reconhecidas como plataformas inovadoras para a

liberacdo de medicamentos, permitindo uma liberacdo prolongada ou controlada
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através de diferentes formas de administracdo, como pela pele, por via oral, nasal,
intravenosa, oftalmica, entre outras. Usar microemulsdes para liberar medicamentos
€ uma estratégia eficaz para aumentar a precisdo no alcance de alvos especificos no
corpo, melhorar os resultados do tratamento e reduzir a toxicidade. Devido as suas
propriedades Unicas, com areas de diferentes polaridades, as microemulsdes tém um
grande potencial como veiculos para a liberagcdo de medicamentos em diversos tipos

de produtos farmacéuticos. (Khushwant et al., 2023).



43

4. METODOLOGIA

4.1 Identificagcdo morfologica de F. solani

O Fusarium solani utilizado neste estudo foi obtido da colegcéo de fungos do
Maranhdo localizada no Nudcleo de Imunologia Bésica e Aplicada da Universidade
Federal do Maranhdo obtido a partir de amostras da Bauxita presente na Alumar,
regido da Vale na cidade de Séo Luis, Maranhé&o, Brasil. O fungo foi isolado e cultivado
em meio BDA (Potato Dextrose Agar) por 7 dias a 25°C. Para identificacao
morfolégica, foram utilizadas técnicas de microcultura de Ridel (1950) com
adaptacbes de protocolos existentes no Laboratério de  Micologia
(NIBA/DEPAT/CCBS/UFMA). A amostra obtida possui protecéo de acordo com a lei
de Biodiversidade e cadastro no SISGEN (Leis n° 13.123 de 20/05/2015) sob o
ndamero A10722E (BEZERRA et al., 2014).

4.2 ldentificacao molecular do fungo F. solani

A identificacdo molecular de F. solani foi realizada de acordo com a
metodologia de Valenzuela-Lopez et al. (2017) com adicdo de esférulas de vidros e
adaptacdes para realizacdo de lise celular da parede de quitina. Posteriormente, fez-
se uma eletroforese com check gel 1% e verificou-se a qualidade do DNA seguida de
uma quantificacdo de DNA e pureza em um espectrofotdmetro nanodrop® Thermo
Fisher Scientific.

Para andlise molecular, foram utilizados primers da regido espacador transcrito
interno (ITS) e fragmentos ITS 1 e ITS 4 (White et al.,, 1990). As sequéncias de
nucleotideos utilizadas foram ITS 1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e ITS 4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC) de acordo com Khan et al. (2018) e Kalman et al.,
(2020).

A Reacao da cadeia em polimerase (PCR) das regides tiveram volume final de
25 pl, contendo 13,8 ul de 4gua ultra pura; 2,5 ul de tampé&o (200 mM Tris-HCI, pH
8,4 — 500 mM KClI, 1x), 1,5 ul de DNTPs (2.5 mM), 1,0 pl dos primers ITS1 e ITS4 (10
mMol mL-1), 2,0 ul MgCI2 (50 mM), 0,7 ul de Taq DNA polymerase (5 U/mL-1), 2,5 ul
DNA (5 ng mL-1) e seguindo as seguintes condicdes de termociclagem no
equipamento Termociclador: 950 °C por 7 min (35 ciclos 95 °C por 1 min, 56 °C por
1 min e 72 °C por 1 min) e depois 72 °C por 7 min para extensao e finalizando em 4

°C infinito. Os amplicons foram submetidos a eletroforese em gel agarose a 2% a 90
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V por 90 min em TBE 1X. Os produtos foram avaliados quanto a qualidade em

transluminador.

4.3 Obtencéao dalipase de F. solani

Com o objetivo de obter alta atividade lipolitica e alta concentrag&o de proteina,
foi verificado quais dos processos de fermentacao para producéo de lipase utilizando

o F. solani seria a fermentacéo ideal.

4.3.1 Fermentacao Submersa da lipase de F. solani

Os meios liquidos foram preparados de acordo com a metodologia de Oliveira
et al., (2013) com o substrato azeite de oliva na concentracdo de 5% (V/V). Foram
preparadas soluc¢des contendo cinco fragmentos de aproximadamente 5mmz2 do meio
de cultura contendo micélios que foram transferidas para frascos contendo 250 mL de
solucdo tampéo tris - HCI 50 mM pH 7,0, sulfato de magnésio (0,2g/L), fosfato
dipotéssico (0,04 g/L) e 0,01% de tween 80 (P/V) e substrato.

Os meios liguidos foram mantidos sob agitacdo orbital a 190 rpm a uma
temperatura de 25°C por 4 dias, foram filtrados e centrifugados a 10.000 rpm a 4°C

por 25 minutos e o sobrenadante foi considerado como um extrato bruto de lipase.

4.3.2 Fermentacdo Semi-soélida da lipase F. solani

A fermentacdo semi-solida foi preparada de acordo com a metodologia de
Pastore et al. (2003) adaptada, foram inoculados cinco fragmentos de
aproximadamente 5mm2 do meio de cultura contendo micélios em frascos de 250 mL
contendo meio de cultura composto de farelo de trigo, tampéo tris-HCI 50 mM pH 7,0
e azeite de oliva na proporc¢éo 1:1 (P/V) mantidos a 25°C por 5 dias. Apos este tempo,
0 extrato bruto da lipase foi extraido com a adicdo de tampé&o tris-HCI 50 mM pH 7,0
na propor¢cdo de 1:10 (P/V) no meio de cultura. Os meios de cultura foram
homogeneizados em rotagéo orbital de 190 rpm por 30 minutos a uma temperatura de
25 °C, em seguida, o homogeneizado foi filtrado e centrifugado a 10.000 rpm a 4 °C

por 25 minutos e o sobrenadante foi utilizado para estudos posteriores.

4.4 Purificacao de lipase de F. solani

Os extratos sobrenadantes obtidos da centrifugacdo das fermentacOes

submersa e semi-solida de lipase obtidos foram precipitados em (0-80%) de sulfato
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de amonio (546,6 g/L) conforme metodologia de Oliveira et al. (2020) adaptada.
Sulfato de aménio foi adicionado aos extratos brutos de lipase e mantidos a 4 °C por
24 horas com leve agitacdo, ap6s o que foram centrifugados a 10.000 rpm por 25
minutos a 4 °C.

O precipitado foi ressuspendido em um volume na proporgéo ¥ do volume total
do extrato centrifugado com tampao tris - HCI 50 mM pH 7.0. Em seguida, foi realizado
0 processo de dialise, a suspensdao foi dialisada em 5 litros contra o0 mesmo tampéao
utilizado para preparacao dos extratos brutos a 4 °C por 6 h, com duas trocas a cada
3 horas e a ultima troca foi mantido em “overnight”. ApGs a didlise, os precipitados
foram centrifugados a 10.000 rpm por 25 minutos a 4°C e ressuspendido com o
mesmo tampao e ultrafiltrados no Vivaspin® (100 kDa).

Apbs passar pelo Vivaspin® (100 kDa)., os precipitados foram centrifugados a
10.000 rpm por 25 minutos a 4°C e foram ressuspendidos com 0 mesmo tampéao
utilizado para preparacdo dos extratos e armazenados a -14°C para os estudos
seguintes classificados como: Lipase F1 (Fermentacdo semi-sélida) e lipase F2
(Fermentac&o submersa).

4.4.1 Célculo da Determinacéo da Atividade Especifica e do indice de Purificacéo

de Enzimas

O indice de purificacdo de enzimas € uma medida utilizada para avaliar a
eficiéncia do processo de purificacdo de uma enzima. Esse indice indica quantas
vezes a proteina de interesse foi concentrada em relagéo ao material inicial. O célculo
do indice de purificagéo, incluindo a formula necessaria para sua determinacéo (Baraj,
E. & Augusto-Ruiz, W., 2007).

A determinacéo atividade especifica de uma enzima é calculada como a razéo
entre a atividade biolégica da enzima (medida em unidades de atividade enzimatica)
e a quantidade total de proteina presente na amostra (geralmente medida em mg). A

formula é:

Atividade Especifica (AE)=Quantidade Total de Proteina (mg)

Atividade da Enzima (unidades)

O indice de purificacdo reflete o aumento da atividade especifica da enzima

apos cada etapa do processo de purificacdo. Ele é calculado pela razdo entre a
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atividade especifica da enzima no final da purificacdo (atividade final) e a atividade
especifica no inicio (atividade inicial). A formula para calcular o indice de purificacao

7z

e:

indice de Purificacdo=Atividade Especifica Inicial

Atividade Especifica Final

4.5 Concentracédo de proteina lipase F. solani

A concentracdo de proteina foi estimada pelo método de Warburg e Christian
(1941) em um espectrofotometro em absorbéncias de 260 nm e 280 nm usando a
seguinte férmula:

[Concentracdo de proteina] mg/mL = A260nm X 1,55 - A280nm X 0,75

4.6 Determinacgao da atividade lipolitica de F. solani

A determinacao das atividades de lipase foi realizada por meio da hidrélise do
substrato cromogénico palmitato de nitrofenil (p-NPP) conforme metodologia descrita
por Silva et al. (2005). A atividade foi avaliada adicionando 10 pL de extrato de lipase
e 90 pL de emulsdo p-NPP e incubada a 37 °C por 30 minutos e realizada a leitura de
microplaca a 410 nm. Uma curva de calibracdo foi construida com concentracdes de
p-NPP entre 4,2 a 140,0 mmol. Uma unidade de atividade lipolitica foi definida como

a quantidade de p-NPP liberada por minuto por volume de reacdo (mmol/min/mL).

4.7 Analise de pureza por SDS-PAGE

A lipase de Fusarium solani foi submetida a analise de eletroforese em gel de
poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), utlizando gel de
empilhamento e separacédo a 12% (v/v). A metodologia seguiu as adaptacdes do
protocolo de Laemmli (1970), empregando lipase comercial como referéncia para
comparar o grau de pureza. As bandas de proteina foram visualizadas através de
coloracao por prata, e o peso molecular das bandas foi comparado com um marcador
de proteina de 12-120 kDa.

4.8 Caracterizacdo fisico-quimica da lipase de F. solani

4.8.1 pH otimo e estabilidade
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Diferentes faixas de pH foram testadas com variacbes de pH 3,0 a 9,0 de
solucbes tampéao acetato 0,1M, tris - HCI 0,1M e tampao citrato fosfato 0,1M. Para
estabilidade, a reacdo de cada faixa de pH foi mantida por 1 hora a 35°C, que € a

temperatura 6tima.

4.8.2 Temperatura 6tima e estabilidade

Para determinar a temperatura 6tima, a solucao de lipase e p-NPP (p-nitrofenil
palmitato) foi mantida por 30 minutos em temperaturas de 10 a 90 °C e para

estabilidade, a enzima foi mantida por 1 hora nas mesmas faixas de temperatura.

4.8.3 Efeito do tempo de incubacéo

A atividade da enzima lipase pura de F. solani, lipase comercial e das lipases
nas microemul¢cdes foram medidas incubando a mistura reacional no pH e
temperatura 6tima com o objetivo de verificar a sua estabilidade a longo prazo. As
atividades foram analisadas a cada 1 hora do tempo 0 a 6h seguindo a metodologia

de Abdella et al. (2023) com adaptacoes.

4 8.4 Efeito de surfactantes e ions

Com o objetivo de verificar quais compostos podem causar uma possivel
diminuicdo da atividade enzimética de lipase, foi verificada a estabilidade contra
diferentes surfactantes e ions utilizando a metodologia de Coradi et al. (2013), lipase
de F. solani foi incubada por 1 hora em diferentes proporcées 0,01%, 0,10% e 0,50%
(p/v) dos seguintes surfactantes: Triton X-100, Tween-20 e Tween-80 (n&o idnico) e
dodecil sulfato de sodio SDS (ibnico). O efeito dos ions na atividade da lipase foi
investigado de acordo com a metodologia de Oliveira et al. (2020) adaptada por pré-
incubacéo de lipase F. solani em tampéao Tris-HCI 50 mM (pH 8,0) com 0,01 mM de
Fe3+, Ca2+ e Zn2+ a 37°C por 1 hora.

4.8.5 Estabilidade em solventes organicos

Para determinar a estabilidade da lipase F2 de em cetona, etanol, metanol e
isopropanol, a metodologia de Oliveira et al. (2020) adaptado, a enzima foi incubada

por 1 hora a 37 °C em diferentes concentracdes de solvente (25, 50, 80 e 100%, v/v).

4.8.6 Tempo de armazenamento
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Com o objetivo determinar o tempo de armazenamento da Lipase de F. solani
em temperatura de — 34°C foi verificado a atividade lipolitica desta enzima a cada 15

dias para determinar a sua atividade residual (Paula et al., 2008).

4.8.7 Determinacéo da atividade antioxidante total pela captura do radical livre
DPPH

O efeito antirradical do radical estavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) pelos
extratos foi medido por um método previamente utilizado por Shimada et al. (1992)
adaptada por Dlamini et al. (2022). A lipase nas concentra¢gdes 100, 50, 25, 12,5 e
6,25 pg/mL enquanto o radical DPPH foi preparado em 5% DMSO em metanol.

A molécula 1,1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH) é classificada como um radical
livre estavel em virtude da deslocalizacéo do elétron sobressalente sobre a molécula
como um todo que a impede de dimerizar. Quando uma solucdo de DPPH é misturada
a uma substancia antioxidante, ela doa um atomo de hidrogénio que reduz sua forma
e perde sua cor violeta.

Resumidamente, 5 yL de amostras e 45 yL de DMSO 5% em metanol foram
misturados com 150 uL de DPPH (400 uM) em uma placa de 96 pogos e incubados
no escuro a temperatura ambiente. Ap6s 90 min, a absorbancia dos extratos foi
registrada em 517 nm. O hidroxitolueno butilado (BHT) foi usado como composto de
referéncia. O efeito de eliminacdo das amostras foi determinado usando a seguinte
férmula:

o (Ac — As)
Efeito eliminador(%) = e X 100

onde: Ac = Absorbancia do controle negativo

Aa = Absorbancia da amostra

4.8.8 Determinacao da atividade antioxidante total pelo método ABTS

A avaliacao da atividade antioxidante da lipase de F. solani e da microemulséao
da incorporada com a lipase foi conduzida utilizando a técnicas ABTS conforme
proposto por Re et al. (1999) com adaptacOes de Teles et al. (2021). Inicialmente, as
amostras foram medidas em triplicata, com concentracdes variando de 1000 a 250
pMg/mL. Para realizar as medigdes, 100 uL de cada solugdo foram transferidos para
tubos de ensaio, seguidos pela adicdo de 3000 pL da solucdo do respectivo radical

ser testado, foram homogeneizados, e mantido em ambiente escuro por 6 minutos
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para a técnica ABTS. O etanol foi utilizado como controle (branco). Apos o abrigo de
luz as absorbancias foram lidas a 734nm, foi possivel construir a curva "concentracao
vs. absorbancia" para cada amostra.

A curva-padrao foi preparada usando solug¢des de trolox (10 a 1000 pM), em
triplicata. O procedimento para a leitura das curva-padrdo foi 0 mesmo descrito para
as amostras, com a excecao do volume de padrao utilizado (30 pL). Para calcular a
concentracdo de 1000 uM de trolox correspondente a absorbéncia "y" obtida,
substituimos o valor de "x" na equacao da curva-padrao. Em seguida, nas equacdes
das retas geradas pelas amostras, substituimos o valor de "y" pela absorbancia
correspondente a 1000 uM de trolox calculada. Isso permitiu determinar a diluigado da
amostra equivalente a 1000 yM de trolox. Os valores de "x" encontrados foram
convertidos em gramas, e a atividade antioxidante foi expressa em uM trolox/g da
amostra.

Foi ainda realizado ainda a determinacdo do EC50 do trolox, em que
inicialmente foi preparada a curva-padrao utilizando solucées de ABTS (50 a 1000
MM). A partir da equagao linear obtida, substituiu-se o valor de "y" pela metade da
absorbancia inicial do grupo controle. Isso permitiu determinar a quantidade de ABTS
correspondente, expressa em uM, conforme descrito por Rufino et al. (2017).

Usando as equac0fes de reta obtidas das amostras, substituimos novamente o
valor de "y" pela metade da absorbancia inicial do grupo controle. Isso nos permitiu
determinar o valor de "x", que representa a Concentracéo Efetiva (EC50). A EC50 é a
concentracdo da amostra necessaria para reduzir em 50% a concentragao inicial do
ABTS.

Para expressa-la em g amostra/g de ABTS, utilizou-se a equacgao:

ECs0(*12)/1000
B X

Onde: x é a concentracdo de ABTS encontrada pela equacdo da curva-padrdo do ABTS, apds

transformac&o para gramas.

4.9 Metodologia geral de preparacéo de cultura

As linhagens celulares, as linhagens saudaveis controle, foram adquiridas da

colecdo de cultura americana (ATCC). Todas as células foram cultivadas em estufa a
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37°C em atmosfera de CO2 5%, umidade de 80-95%, em meio de cultura
recomendado pelo fabricante, suplementado com 5-10% de soro fetal bovino. Os
meios indicados para as células sédo RPMI-1640; EMEM e DMEM. As linhagens
celulares foram mantidas em estufa a 37 °C em atmosfera de CO2 5%, umidade 80-
95%, com meio de cultura recomendado pelo fabricante. Para o experimento, o meio
de cultura DMEM foi desprezado e a cultura lavada trés vezes com tampéo fosfato
(PBS).

Apbs a retirada de todo o PBS, tripsina foi adicionada a cultura a fim de liberar
as células da superficie plastica. Para facilitar a liberacdo das células, apos a adicao
da tripsina, a cultura foi mantida a 37 °C (em estufa de CO2 5%) por 5 minutos, e em
seguida, transferidas para um tubo falcon contendo meio de cultura suplementado
com SFB (soro fetal bovino), a fim de inativar a acdo da tripsina. As células foram
centrifugadas a 1200 RPM por 10 minutos, o sobrenadante foi desprezado e as células
ressuspensas em 5 mL do meio sem SFB. A contagem das células foi feita com 10 pL
dessa solucdo em céamara de Neubauer com leitura em microscopio. Para os
experimentos, as células serdo plaqueadas em placas de 96 pocos com 20.000
células/poco (Segeritz CP & Vallier L., 2017).

4.9.1 Avaliacao da viabilidade celular por MTT

Foram analisados em células derivadas de fibroblasto humano (células GM) e
linhagem celular de macréfagos murinos (RAW). As células foram cultivadas em meio
de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (Invitrogen) suplementado com soro fetal
bovino 10%, penicilina G (60 mg/L), estreptomicina (100 mg/L) a 37°C em 5% de CO2.
As células cultivadas (1x10* células/mL) foram tratadas com 0,5; 1; 5; 10; 15, 20; 40;
60 e 100 ug/mL de lipase de F. solani por 24, 48 e 72 h. O sobrenadante foi removido
e 100 pL de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio (MTT) foi
adicionado a cada poco e incubado a 37°C.

Apos isso, as células foram lavadas com PBS e incubadas por 3 h ao abrigo da
luz e, apoOs a lavagem, os cristais de formazan foram solubilizados com DMSO (100
pL). Em seguida, leituras colorimétricas foram realizadas sem um espectrofotdmetro
de placa utilizando um comprimento de onda de 560 nm. A viabilidade celular foi
expressa em porcentagem relativa a absorbancia determinada no grupo controle.

Foram realizados trés experimentos independentes (Badisa et al., 2011).
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4.9.2 Andlise estatistica

Os resultados deste estudo foram analisados por ANOVA e analise de Tukey
(p < 0,05) usando o software GraphPAD Prism® version 8.0.1. Os resultados foram

relatados como média * desvio padréo (DP) de determinag6es em triplicatas.

4.10. Formulacdes Biotecndlogicas

4.10.1 Construcédo do Diagrama de Fases Pseudoternario

Para criar microemulsdes, foi utilizado o método convencional de titulacao
conforme explicado por Tartaro et al. (2020). Foram combinados miristato de
isopropila com Tween 80 e alcool isopropilico numa proporcao de 3:1 em diferentes
misturas, variando de 1.9, 2:8, 3.7, 4.6, 5:5, 6:4, 7:3, 8:2 e 9:1. Cada mistura foi titulada
com 4gua e agitada magneticamente até observar mudancgas Opticas, indicando a
turbidez ou a separagéo defases, o ponto final da titulagao (Figura 3).

Os experimentos foram realizados em triplicata para garantir a consisténcia dos
resultados. Com base na composicdo encontrada no ponto final das amostras
tituladas, foi calculada a porcentagem volumétrica dos componentes - Oleo,
surfactante e agua. Estes valores foram entao representados em um diagrama de fase
ternario, utilizando o software Origin 8.0, o que permitiu identificar a area propicia para
a formacéo de microemulsoes.

Dentro da regido identificada para a formacdo de microemulsdes no diagrama
de fases, foi selecionada uma formulacdo especifica para avangcar no

desenvolvimento das microemulsoes.

4.10.2 Preparo da microemulsao carregada com lipase extraida de F. solani

A formulacao da microemulséo consistiu em 40% de Miristato de Isopropila P.A.
(componente oleoso), 50% de Tween 80/Alcool isopropilico (na propor¢do 3:1,
atuando como surfactante/cosurfactante) e 10% de agua destilada (fase aquosa).
Inicialmente, a fase oleosa foi combinada com o surfactante/cosurfactante. A fase
aguosa (agua destilada) foi entdo adicionada gota a gota, enquanto era agitada
magneticamente a 50rpm. Apdos 15 minutos nessa condicéo, o composto foi filtrado.

A microemulsédo, contendo a enzima extraida de um fungo, foi incorporada a
fase oleosa (miristato de isopropila) a uma concentragao de 1500 pug/mL. Esta mistura
foi entdo combinada com o surfactante (Tween 80) e cosurfactante (alcool

isopropilico) sob agitacdo constante. A adicdo gradual de agua, gota a gota, com
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agitacao vigorosa a temperatura ambiente foi realizada seguindo a formulacdo mais
eficaz até que a microemulséo transparente fosse obtida.

Apo6s a formagdo da microemulsdo com a enzima do fungo, o sistema foi
mantido em equilibrio sob agitagdo magnética suave por 15 minutos. Posteriormente,
a microemulsdo passou por filtracdo usando papel de filtro Whatman (n° 40) para

purificacdo e isolamento dos componentes desejados.

4.10.3 Caracterizagcédo da Microemulsao
4.10.3.1 Tamanho hidrodindmico das microparticulas e indice de

polidispersividade (PDI)

Tamanho hidrodindmico da microemulséo foi realizada utilizando-se a técnica
de DLS (Dynamic Light Scattering) com o auxilio do equipamento Zetasizer (malvern
zetasizer ver.7.03, mall098091). Para a medida do tamanho gotas por DLS, as
amostras foram preparadas a partir de uma diluicdo 1:1000 da formulacdo em agua
destilada.

Desta andlise obteve-se a distribuicdo de tamanhos, o tamanho médio e o
indice de polidispersdo. A analise neste trabalho se deu de forma qualitativa, isto &,
um menor PDI é indicativo de uma menor dispersdo de tamanhos, logo, maior

homogeneidade de material.

4.10.3.2 Determinacédo do tamanho das particulas e potencial zeta

As medidas de potencial zeta foram realizados também no equipamento
ZetaSizer da Malvern. As suspensdes da microemulsdo foram diluidas a uma
concentracéo de 1:1000 e levadas ao equipamento com o auxilio de uma cubeta, onde

foi realizada a anélise.

4.10.4 Controle de qualidade das microemulsdes desenvolvidas

Observou-se macroscopicamente, por 30 dias, caracteristicas como
transparéncia, separacao de fases e formacéo de precipitados. O pH foi medido em
pHmetro de bancada (HANNA INSTRUMENTS, HI2221), calibrado com solucdes
padrées de 4,01, 7,01 e 10,01. As medidas foram determinadas através da imersao
do eletrodo em 20 mL de amostra e estabilizacdo do equipamento. O indice de
refracdo foi obtido em refratbmetro ABBE de bancada (QUIMIS, 07678, Brasil). E
calibrado com &gua destilada. A condutividade foi avaliada utilizando um
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condutivimetro microprocessado (QUIMIS, Brasil), através da imersdo do sensor e

termémetro em 20 mL das formulacdes.

4.11 Aplicagdes Biotecnologicas
4.11.1 Degradacéo de gordura animal da microemulsdo de lipase de F. solani

imobilizada

O experimento foi realizado de acordo com a metodologia de Uppada et al.
(2017). Foram pesados e autoclavados 10 gramas de tecido adiposo (gordura) de
frango. Em seguida, foram adicionados 500 microlitros (100 U/mL) da lipase de F.
solani livre, da lipase comercial e de suas microemulsdes ao tecido, que foi incubado
a 37 °C. Além disso, foram realizados dois grupos de controle no qual nenhuma
enzima foi adicionada e o controle da microemulséo sem enzima. A cada 24 horas,
foram medidos o peso e a atividade enzimatica para verificar 0 processo de

degradacédo da carne.

4.11.2 Potencial uso como aditivos em detergentes

A eficiéncia da microemulsdo com lipase de F. solani foi com os detergentes
liquidos (Ypé, Minuano, Limpol, Oi, Brilux), seguindo o protocolo de Bacha et al.
(2016). Os detergentes foram mantidos a uma temperatura de 90°C por 10 min para
desnaturacdo das enzimas contidas no meio antes do ensaio ser realizado. Foi
misturado com detergentes liquidos e em po6 diluidos em solugédo tampéo Tris — HCI
0,05M pH 7,0 em concentrac¢des de 0,01, 0,1% e 1% (v/v) por 30 minutos a 37 °C. A
atividade enzimatica foi entdo avaliada através do espectrofotometro na absorbancia
de 410 nm.

4.11.3 Potencial uso como aditivo em sabao

Foram testados quanto a sua eficiéncia com sabdes liquidos (Tixan Ipé,
Brilhante, Ala, Bem-te-vi e Omo), seguindo o protocolo de Alabdalall et al. (2021). Os
sabdes foram mantidos a uma temperatura de 90 °C por 10 min para desnaturacao
das enzimas contidas no meio antes do ensaio ser realizado. Os sobrenadantes claros
foram misturados com sab&o liquidos foram diluidos em solugéo tampéao Tris — HCI
0,05M pH 7,0 em concentracdes de 0,01%, 0,1% e 1% (v/v) por 30 minutos a 37 °C.

A atividade enziméatica foi entdo avaliada por meio do espectrofotometro na
absorbancia de 410 nm.



54

4.11.4 Potencial removedor de manchas

Um tecido de poliéster e algodéo foi cortado em pedacos (3 cm x 2 cm) e cada
pedaco foi manchado com duas gotas de 6leo de carro, fritura de peixe e chocolate.
Os pedacos de tecido foram entdo deixados secar e colocados em frascos de 50 ml
com quatro tratamentos diferentes.

Os quatro tratamentos foram: (a) agua (100 ml), (b) &gua com detergente a 1%
(viv) (99 ml + 1 ml), (c) &gua com microemulsdo (99 ml + 1 ml), (d) agua com
microemulséo e detergente (98 ml + 1 ml + 1 ml). Cada tratamento foi realizado em
duplicata, uma vez com agua fria (25 °C). Todos os tratamentos foram incubados e
agitados a 190 rpm por 30 minutos. Os pedacos de tecido foram entdo removidos,
secos e examinados quanto a presenca de residuos de 6leo. Para estimar a
quantidade de acidos graxos livres liberados durante cada tratamento, foi utilizado um

ensaio titulométrico seguindo o procedimento de Dayanandan et al. (2013).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificacdo do Fungo Fusarium solani

5.1.1 Identificacdo morfoldgica de F. solani

O fungo F. solani foi isolado de uma amostra de solo que faz parte da cole¢cao
do fungo da Universidade Federal do Maranh&o, a cepa apresentou caracteristicas

morfologicas tipicas de F. solani em meio de cultura agar batata (Figura 4).

Figura 4. Caracteristicas Morfolégicas do verso (A) e anverso (B) da coldnia de Fusarium solani obtidas
de amostras de solo.

Como pode ser observado na figura 4 o Fusarium € branco e algodoado,
algumas espécies permanecem brancas, com o passar dos dias o F. solani se tornar
azul-esverdeada ou marrom-azulada, onde aglomerados de células conidiogénicas se
desenvolvem. O reverso é geralmente claro, mas pode ser profundamente colorido
(Larone et al., 2018).

Enquanto as caracteristicas microscopicas (Figura 5) em que podemos
visualizar clamiddsporos terminais (Figura 5 — A 1 e 2), hifas septadas (Figura 5 — B
2), fidlides longas e finas (Figura 5—- B 3), Conidiéforos (Figura C 1), macro e
microconidios (Figura 5 — C 1 e 2) sdo colbnias fusiformes e de rapido crescimento
entre 4 a 7 dias.

Na identificacdo microscépica de F. solani existe a presenca de hifas septadas
podendo existir: conidiéforos ramificados ou ndo ramificados com fidlides que
produzem macroconidios grandes (2-6 3 14-80 mm), em forma de foice ou canoa

(com trés a cinco septos) e conidiéforos simples longos ou curtos, contendo conidios
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pequenos (2—4 3 4-8 mm), ovais, unicelulares ou bicelulares, individualmente ou em
grupos (Larone et al., 2018).

Figura 5. Morfologia de colbdnias e estruturas de reproducé@o assexuada de Fusarium solani obtidas de
amostras de solo. A: Morfologia macroscépica da col6nia; B, C e D: morfologia microscopica presente
na microcultura de F. solani 100X.

De forma semelhante, os autores Monuj Gogoi & Ali (2017) observaram entre
as variagcdes do fungo F. solani que o mesmo produziu dois tipos de esporos
assexuados, isto €, micro e macro conidios. Os esporos em repouso, ou seja, 0S
clamidésporos, também foram observadas em culturas com 10-15 dias de idade.

O tamanho dos micros e macro conidios variou de (3-4 x 1-2) a (9-10 x 1-3) ym
e (26,42-32,46) X (3,24-4,74) ym a (17,39- 23,17) X (2,91-4,51) ym, respectivamente,
0 numero de septos em micro e macro conidios sao 0-1 e 2-4 respectivamente e a cor
€ hialino. A forma dos macroconidios € em forma de foice e alongada com
extremidades rombas e os microconidios eram arredondados a ovais.

Os clamiddsporos eram ovais, intercalares e terminais entre os isolados. A
maioria caracteres distintos de longa monofialidica células conidiogénicas foram
observadas em todos os isolados. Os conidi6foros eram alongados e esparsamente

ramificados.
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5.1.2 Identificacdo molecular do F. solani

ApoOs a PCR e eletroforese a identificacdo molecular foi confirmada com o
padrao de 560 pb para o fungo Fusarium solani, assim como estudo de Kalman et al.,
(2020), com base na sequenciacdo de ITS1 e ITS4 especificos para F. solani e na
identificacdo morfolégica confirma que este microrganismo estudado pertence ao

género Fusarium da espécie solani (Figura 6).
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Figura 6. Imagem da eletroforese de gel de agarose de F. solani comparado com o primer. Legenda:
M=marcador molecular de 100pb (100 pares de bases) ou 50pb.

Os resultados da identificagdo molecular confirmaram a identificacao
morfologica dos isolados testados. Um estudo de Al-Fadhal (2019) compara a regiao
ITS (ITS1 e ITS4) do isolado F. solani com aquelas previamente depositados no
GenBank e revelou similaridade genética mais proxima (100%) da sequéncia ITS
gerada foi com F. solani do Iraque (KY662484.1 e KY662480.1) e relagOes
filogenéticas proximas também apareceram com alguns isolados de F. solani da india
(MF800959, HQ384397.1, KM017142 e KY419545.1) reafirmando a espécie.

Em um outro estudo de Thomas et al. (2019) foram avaliados 5 esquemas de
identificacdo: ITS (interno espacador transcrito), EFla (fator de alongamento de
traducdo 1 alfa), RPB1 (maior subunidade da RNA polimerase) e genes RPB2
(segunda maior subunidade da RNA polimerase) e dois bancos de dados: GenBank e
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Fusarium MLST (MultiLocus Sequence Typing). Foram consideradas 20 ocorréncias
ou respostas de identificacdo e foi concluido que a abordagem universal para
identificar um fungo com um método molecular baseia-se melhor no sequenciamento

do gene ITS.

5.2. Isolamento da enzima lipase e Atividade lipolitica

Apés os processos de obtencdo da enzima lipase produzida pelo fungo
Fusarium solani realizada por dois processos de fermentacdo um chamado de
semissélida e submersa, foram obtidos extratos brutos que posteriormente foram
purificados utilizando sulfato de aménio inicialmente e para os melhores resultados
gue no caso foram da fermentacédo submersa foi realizada uma ultrapurificacdo com

um filtro de viva-spin®.

5.2.1 Atividade lipolitica da fermentagcédo semissolida

A fim de verificar a efichcia dos métodos de extracdo por fermentacédo neste
estudo foram utilizados parametros como a atividade lipolitica, além do rendimento e

grau de purificagéo (Tabela 1).

Tabela 1. Atividade lipolitica da fermentagdo semissoélida das varias etapas de purificagéo incluindo o
rendimento e indice de purificacéo.

Etapas de purificacio Atividade Proteina  Atividade . indice de
b P ¢ total Total (mg) Especifica (%) Purificacao
(U/mL) (U/mg)
Extrato bruto 21226,00 226,5 93,71 100,00 1
Lipase 0-80% 2653,25 64,25 41,30 12,50 0,44

Fonte: Autoria propria.

De acordo com a tabela 1, na fermentagédo semissélida a lipase foi separada
do meio aquoso com 80 % de purificagdo pelo sal sulfato de aménio. Em condi¢des
de elevada forca idGnica, decorre da adicdo de grandes quantidades de sal. A agua
passa a interagir com as duas espécies: as proteinas e 0s ions provenientes da
dissociacdo do sal. Porém, a agua apresenta maior tendéncia de solvatacdo de
particulas menores (nesse caso, 0s ions). As moléculas de 4gua, ocupadas em sua
interacdo com os ions, deixam a estrutura proteica. Como consequéncia, tem-se maior
interacdo proteina-proteina, diminuicdo da solubilidade em meio aquoso e,

consequentemente, precipitacdo da proteina. A esse fenémeno de insolubilizacdo da
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proteina em decorréncia de um consideravel aumento da forca ibnica do meio
denomina-se "salting-out" (Saxena et al., 2003).

Este é um processo importante para separacdo de proteinas uma vez que a
concentracdo de sal necessaria para precipitacdo € diferente para cada proteina.
Neste estudo a melhor porcentagem de sulfato de aménio a fim de precipitar a enzima
lipase foi 80% de sulfato de aménia. Porém quando comparada quanto ao grau de
purificacdo no processo de fermentacéo semissolida ndo apresentou uma atividade
total significativa e ndo aumentou seu grau de pureza, sendo assim considerado um
método ineficiente de extracdo enzimatica da lipase, quando comparado com o

meétodo de fermentacdo submersa (Tabela 2).

5.2.2 Fermentacé&o lipolitica submersa

Tabela 2. Atividade lipolitica da fermentacdo submersa das véarias etapas de purificacdo incluindo o
rendimento e indice de purificacéo.

Atividade

E s ~ Atividade Proteina e Rendimento s ~
tapas de purificacdo total (UML) total (mg) especifica (%) Purificacao
9 (uimg)
Extrato bruto 33716,00 900,75 37,43 100,00 1
Lipase (0 - 80%) 2642,6 41,8 63,22 7,84 1,69
Vivaspin (100 kDa) 3791,4 27,9 135,89 11,25 3,63

Fonte: Autoria propria.

A fermentacdo submersa realizada com o fungo Fusarium solani mesmo que
com menor rendimento quando comparada a fermentacado semissolida expressa na
tabela 1, apresentou uma atividade lipolitica especifica maior com 135,89 U/mg. O
grau de pureza diferentemente da fermentagdo semissélida aumentou a medida que
a extracdo passa pelas etapas de purificacdo, chegando a 3,63. Apos a purificacédo
realizada mais tradicionalmente com o sulfato de amonio, foi utilizado um filtro de
Vivaspin® (50-100 kDa).

As colunas de spin de membrana, como Vivaspin, combinam o principio de
exclusdo de tamanho com centrifugacdo para obter concentracdo rapida e alta
recuperacdo de biomoléculas alvo que neste estudo foi a enzima lipase isolada do
fungo Fusarium solani. Um compartimento superior contendo amostra foi separado do

compartimento inferior por uma membrana semipermeével entre 50-100KDa para
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excluir proteinas maiores. A centrifugacao foi aplicada para forcar o solvente através
da membrana a deixar uma amostra mais concentrada na camara superior.

Neste estudo por conta da baixa atividade lipolitica observada na fermentacdo
semissélida, os testes seguintes foram realizados apenas com a enzima lipase
extraida por fermentacdo submersa. De Oliveira et al. (2020) em contrapartida
observou diferencas entre fermentacdo semissolida e submersa que poderiam dar
uma visdo mais profunda sobre as caracteristicas cinéticas da lipase de Fusarium sp.
Durante a producdo da enzima, o método de fermentagdo semissolida apresentou
menor rendimento, porém com menor o custo de producdo, mas com comportamento
cinético semelhante sendo nesse caso mais vantajoso.

A fermentacdo em estado sélido geralmente usa residuos agroindustriais
sélidos como farelo de trigo, farelo de soja, bagaco de cana, entre outros. A principal
vantagem de usar esses substratos é que os residuos ricos em nutrientes podem ser
facilmente reciclados como substratos, reduzindo substancialmente custos de
producdo de enzimas. Custo e disponibilidade séo os principais fatores considerados
na escolha de um residuo como substrato ou suporte na producao de substrato, porém
segundo a tabela 1 a fermentacdo semissdlida ndo apresentou atividade lipolitica
maior quando comparado com o extrato bruto. Dessa forma a fermentacao
semissolida nao foi eficiente na producdo da enzima lipase, proteina de interesse
nesse estudo.

Porém, outras caracteristicas como cristalinidade, area acessivel, area de
superficie, porosidade e tamanho de particula sdo aspectos importantes a serem
considerados para o processo de fermentacdo submersa. Nesta técnica de
fermentacao, os substratos sdo usados lenta e progressivamente, para que 0 mesmo
substrato possa ser usado por longos periodos de fermentacdo, assim esta técnica
faz liberacdo de nutrientes e substratos como enzimas incluindo a lipase (Soccol et
al., 2017).

A fermentacdo submersa € um processo no qual 0s microrganismos crescem
em meio liquido, com alto teor de agua livre. Os processos bioldgicos realizados
apresentam vantagens notaveis em relacdo a instrumentacdo e controle (pH, O2,

temperatura, concentracdo de agua).

5.3 Andlise de pureza da enzima lipase de Fusarium solani
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A fim de provar a pureza da enzima lipase extraida e purificada do fungo
Fusarium solani, a mesma foi submetida a analise de eletroforese em gel de
poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) (Figura 7) a fim de verificar
0 grau de pureza da lipase, o que confirmou a auséncia de contaminantes, ja que
apenas uma banda foi observada gel entre 15kDa e 35 KDa que é conhecida pela
literatura (Rosenau et al., 2004).

A metodologia de Laemmli (1970) indica que o processo de purificacdo por
precipitado de sulfato de amonio foi bem sucedido corroborando para os achados de
Scheller et al. (2021) que destaca que esse método de purificacdo € uma alternativa
confiavel a cromatografia quando se fala de custo e eficiéncia, além de ser
amplamente eficaz para monitorar o peso molecular e o grau de pureza, assim no gel
foi possivel observar que a enzima ndo apresentou contaminantes, tanto quanto a
enzima comercial, confirmando dessa forma que o processo de purificacdo por

precipitacdo de sulfato de amonia.

Lipase de Lipase
padrio E solani Comercial

Figura 7. Gel de Eletroforese SDS-PAGE. A) Linha 1: marcadores moleculares padrdes; linha 2: lipase
purificada de Fusarium solani; linha 3: lipase comercial purificada. Revelagéo por nitrato de prata.

5.4 Preparacao da Microemulsao incorporada com enzima lipase de Fusarium
solani
5.4.1 Construcdo do diagrama de fases pseudoternario da microemulsao
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Para criar microemulsdes foi misturado miristato de isopropila com Tween 80 e
alcool isopropilico numa proporcéo de 3:1 em diferentes misturas, variando de 1:9 a
9:1. Cada mistura foi titulada com agua e agitada magneticamente até observar
mudancas Opticas, indicando o ponto final da titulagéo.

Na figura 8, pode-se observar as mudancas opticas encontradas durante a
titulacdo, sendo essas a formacdo de A) emulsédo, caracterizada pela coloracéo
leitosa; B) formacdo de fases, observadas pelo aspecto heterogéneo do meio; C)
Formacdao de gel, aparéncia gelatinosa que surgiu gradativamente com o aumento da
viscosidade da mistura; e D) microemulséo (formulacéo de interesse), sugerida pela

transparéncia éptica.

G

Figura 8. Observacao macroscopica dos estados fisicos encontrados durante a técnica de titulacao,
realizada para o desenvolvimento do diagrama pseudoternério. A-Emulséo. B-formacado de fases. C-
formacéo de gel. D-Microemulséo.

Com base na composicdo encontrada no ponto final das amostras tituladas foi
calculada a porcentagem volumétrica dos componentes - Oleo, surfactante e agua.
Estes valores foram representados em um diagrama de fase ternario (Figura 9),
utilizando o software Origin 8.0, o que permite identificar a area propicia para a
formagdo de microemulsdes, identificada como "ME" significa a zona de

microemulsao.
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Figura 9. Diagrama de fase pseudoternario de 6leo (miristato de isopropila), teansoativo (Tween
80/4lcool iso-propilico, na propor¢éo de 3:1) e fase aquosas.

Dentro da regido de microemulsdo no diagrama pseudoternario, uma
composi¢do especifica foi selecionada para posterior desenvolvimento e otimizacéo
das condicdes para a incorporar a enzima extraida do um fungo Fusarium solani
(Tabela 3).

Tabela 3. Composicdo de microemulsdo carregada de lipase extraida de Fusarium solani.

- Surfactante e
Formulacéo Fase Oleosa Cosurfactante Agua
Microemulsdo com 3506 5504 10%

enzima

Fonte: Autoria propria (2023).

A microemulsdo a base da enzima exégena lipolitica (lipase) extraida do fungo
Fusarium solani foi caracterizada pela seguinte formulagao: A fase oleosa (miristato
de isopropila) incorpora a enzima de fungo F. solani na concentragéo de 1500 pg/mL.
Esta mistura € combinada com o surfactante (Tween 80) e cosurfactante (alcool
isopropilico) sob agitacdo constante. A adicdo gradual de agua, gota a gota, com
agitacdo de 50 rpm a temperatura ambiente até que a microemulsdo transparente seja
obtida.

5.4.2 Caracterizacdo da formulacdo de microemulséo da lipase de Fusarium solani
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Neste estudo, foram investigados os parametros fisicos essenciais para a
caracterizacdo de duas microemulsdes, uma incorporada por lipase de Fusarium
solani (ME) e sem a incorporacdo (MB) como pode ser observado na Tabela 4. As
propriedades analisadas incluiram o tamanho médio de goticulas, o indice de
polidispersividade e o potencial zeta, fornecendo insights valiosos sobre a qualidade

e estabilidade dessas formulacgdes.

Tabela 4. Valores de tamanho de particulas, indice de polidispersividade (PDI) e potencial zeta das
microemulsdes incorporada por lipase de Fusarium solani (ME) e sem a incorporacdo (MB).

Microemulsao Tamanho de indice de Potencial Zeta
Goticulas (nm) Polidispersividade

M ENZIMA 52,22 + 1,50 0,381+ 0,054 -10,56 +2,01

MB 38,486 + 0,729 0,2963 £0,0318 -9,89+0,73

Fonte: Autoria prépria (2024).

Segundo Xavier-Junior et al. (2017), as microemulsfes possuem tamanho de
goticulas entre 10 a 100 nm, logo, o valor apresentado pelo Branco da Microemulséo
(MB) e o da Microemulsdo com Enzima (M Enzima) estdo de acordo com os
parametros indicados, sendo esses valores 38,486+0,729 nm e 52,22+1,50 nm,
respectivamente.

A distribuicdo do tamanho das goticulas € mais homogénea em MB, isso pode
ser analisado a partir dos valores do indice de Polidispersividade, onde foram maiores
para a M Enzima (0,381+0,054) do que em MB (0,2963+0,0318).

De acordo com Pompeu (2018), para que as dispersdes de nanoparticulas
sejam consideradas estaveis, 0s potenciais zeta das particulas devem ser mais
positivos que +30 mV ou mais negativos que -30 mV. Porém a natureza do surfactante
utilizado também deve ser levada em consideragéo, uma vez que segundo Aulton
(2016), a utilizagdo de um agente tensoativo ndo idnico estabilizara a particula contra
a coagulacdo, através da adsor¢cdo desse polimero em sua superficie, mesmo na
auséncia de um potencial zeta significativo. Isso explicaria os valores de potencial zeta
de MB (-9,89+0,73 mV) e M Enzima (-10,56+2,01 mV) encontrados, uma vez que foi

utilizado o Tween 80, um surfactante de carater polimérico nao iénico.

5.6 Controle de qualidade das microemulsdes desenvolvidas
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As microemulsdes, no decorrer dos 30 dias, ndo apresentaram nenhuma

mudanca nas suas caracteristicas macroscopica, descritas na Tabela 5.

Tabela 5. Avaliagdo macroscopica da microemulsdes obtidas incorporada por Fusarium solani (ME) e
sem a incorporacédo (MB).

Formacéo de fases

Microemulsdo Cor Turbidez Precipitacao
MB Amarelo claro auséncia auséncia auséncia
ME Laranja claro  auséncia auséncia auséncia

Fonte: Autoria propria (2024).

Os resultados mostram que ambas as microemulsdées, com e sem a
incorporacdo de enzima, mantiveram suas caracteristicas macroscopicas estaveis
durante os 30 dias de avaliagdo. Isso sugere que as formulagbes sao fisicamente
estaveis e que a incorporacdo da enzima ndo afetou negativamente a estabilidade
macroscopica da microemulsédo. A estabilidade de cor, auséncia de formacdo de
fases, turbidez e precipitacdo séo indicadores positivos da robustez e da qualidade
das microemulsdes desenvolvidas.

A andlise realizada para os parametros pH, condutividade (expressa
emuS/cm), e indice de refragdo (expresso em mg/L) monitorando no periodo de 15
dias estd contida na tabela 6. Os dados mostram que a microemulsdo base e a
microemuls&o incorporada ndo possuem acentuadas diferencas em seus valores, 0
que indica a durabilidade da estabilidade das formulacdes durante todo o periodo de
15 dias.

Tabela 6. Monitoramento quanto ao pH, condutividade e indice de refracdo da microemulsdes obtidas
incorporada pela lipase de Fusarium solani (ME) e sem a incorporacdo (MB) por 15 dias.

Tempo Condutividade Indice de
Avaliado Microemulséo pH (25°C) o Refracao
. MS/ cm (25°C)

(dias) mg/L

0 MB 8,22+0,07 1430,7+0,3
7,78+0,08

0 ME 8,28+0,11 1441,1+1,0
6,43+0,12

2 MB 8,18+0,08 1436,5+0,5
7,22+0,04

2 ME 8,2040,03 1446,1+0,2
6,54+0,04

5 MB 8,25+0,04 1437,6+0,7
7,11+0,04

5 ME 8,37+0,16 1444,7+0,1
6,60+0,04

10 MB 8,27+0,01 1437,1+0,5

7,17+0,04
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10 ME 8,26+0,05 1444,6+0,6
6,57+0,02

15 MB 8,30+0,03 1437,9+0,7
7,19+0,01

15 ME 8,27+0,02 1446,3+0,5
6,59+0,02

Valores das médias das triplicatas + desvio padréo.
Fonte: Autoria prépria (2024).

5.9 Caracterizacdo fisico-quimica da lipase de Fusarium solani e da

microemulséo de lipase de F. solani

A producdo de lipases por fungos varia de acordo com o organismo fungico e
composi¢cdo do meio de crescimento e condigfes fisicas, como fonte de nitrogénio,
fonte de carbono, pH e temperatura. Entre as fontes fungicas, fungos filamentosos
assim como os do género Fusarium séo reconhecidos como proeminentes produtores
de lipase, e métodos incluindo extracdo, purificacdo e processamento Sao
comparativamente simples e faceis quando comparados a outras fontes (Rocha et al.,
2020).

5.9.1 pH 6timo e estabilidade

O pH e a temperatura tém grande influéncia na atividade enzimatica, sendo
importante para definir esses parametros para a caracterizagcdo da enzima obtida.
Segundo a figura 10 e figura 11 o pH étimo encontra-se entre a faixa de pH de 7,0-
9,0, mantendo dessa forma a maxima atividade relativa em pH 8. A microemulsdo com
lipase de F. solani (figuras 12 e 13) e a lipase comercial (figuras 14 e 15) apresentaram
pH 6timo e estabilidade mais neutra, proximo de 7. Semelhantemente, no estudo de
Prazeres et al. (2006) A lipase de F. oxysporum, f. sp. lini foi estavel na faixa de pH
6,0-7,0 e teve atividade 6tima em pH 7,0, enquanto estd enzima mostrou-se mais
estavel em pH alcalino.

Outro estudo de Kumar et al. (2020) mostra a caracterizagdo bioquimica da
lipase purificada de uma bactéria psicotropica que apresentou atividade no pH
variando de 7 a 9 com uma atividade 6tima em pH 8. Isso especificou que a lipase
purificada € alcalina, semelhante a este estudo.

As lipases ativas em pH alcalino sdo de imensa importancia na alimentos,
laticinios e industria de detergentes. A maioria das lipases pode atuar em uma ampla

faixa de pH, embora lipases bacterianas sdo mais comumente alcalinas. Alcaléfilos
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também tem um grande impacto para uma diversidade de aplicacfes industriais
(Soeka & Sulistiani, 2020).
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Figura 10. pH étimo da enzima lipase extraida e purificada do fungo Fusarium solani
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Figura 11. Estabilidade do pH da enzima lipase extraida e purificada do fungo Fusarium solani
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Figura 12. pH étimo da microemulséo de lipase extraida e purificada do fungo Fusarium solani
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Figura 13. Estabilidade do pH da microemulsdo de lipase extraida e purificada do fungo Fusarium

solani
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Figura 15. Estabilidade do pH da microemulsé&o de lipase comercial

5.9.2 Temperatura 6tima e estabilidade

A temperatura também tem um efeito significativo na producédo de lipase
microbiana e pode alterar as propriedades fisicas das membranas celulares,

resultando na influéncia da secrecdo das enzimas extracelulares. Uma temperatura
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Otima é crucial e tem um papel vital na secrecdo de enzimas no método do frasco
agitado. Uma maior producéo de biomassa da producéo de lipase foi alcancada a uma
temperatura de 37°C (Bharathi e Rajalakshmi, 2019).

Neste estudo a lipase extraida do fungo Fusarium solani 6tima foi de 35°C e a
producao de lipase ainda se manteve estavel até 73°C. A atividade lipolitica da lipase
extraida de Fusarium solani mantém-se estavel na faixa entre 15°- 45 °C, mas ainda
mantendo atividade até a temperatura de 73°C (Figuras 16 e 17), corroborando com
0S outros autores que observaram a influéncia do aumento da temperatura na
producdo de enzimas, sendo assim um catalisador positivo nas reacdes para
producao de lipase.

Os pesquisadores registraram que um pegueno aumento na temperatura de
38°C estimula a producéo de lipase (de Souza et al., 2019). Foi observado que uma
temperatura mais baixa diminui a saida da enzima lipase, enquanto uma temperatura
mais alta também afeta sua atividade (Kumar et al., 2023).

De acordo com as figuras 18 e 19, a temperatura e estabilidade da mesma na
microemulsdo a base da enzima lipase de F. solani € menor, com valor de 27°C,
afetando assim a resisténcia da enzima a temperaturas maiores quando comparada

a enzima livre e a enzima lipase comercial (Figuras 20 e 21).

100 -
80+
60 -

40—

Atividade Relativa (%)

0 1 1 ]
0 10 20 30 40 50 60 70 80 S0 100
°C

Figura 16. Temperatura 6tima da enzima lipase extraida e purificada do fungo Fusarium solani
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Figura 17. Estabilidade da temperatura da enzima lipase extraida e purificada do fungo Fusarium solani
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solani
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Figura 19. Estabilidade da temperatura microemulsdo da enzima lipase extraida e purificada do fungo
Fusarium solani
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Figura 21. Estabilidade da temperatura da lipase comercial

5.9.3 Efeito do tempo de incubacéao

A atividade da enzima lipase pura de F. solani, lipase comercial foram medidas
incubando a mistura reacional dos seu pH e temperatura 6timas nos tempos de 0 a 6
horas mostrou que a enzima lipase livre de F. solani apresentou-se mais estavel no
quesito pH e temperatura do que a lipase comercial, permanecendo com uma
atividade enzimatica lipolitica maior do que a enzima lipase comercial como ilustra as

figuras 22 e 23.
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Figura 22. Lipase livre de F. solani e lipase comercial no pH 6timo de 0 a 6 horas.
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Figura 23. Lipase livre de F. solani e lipase comercial na temperatura 6tima de 0 a 6 horas.

5.9.4 Influéncia de surfactantes e solventes

Os detergentes foram testados quanto a atividade frente aos surfactantes em
trés concentragdes diferente 0,01%, 0,10% e 0,50%.

Os detergentes Tween -80, Triton X-100 e SDS diminuiram a atividade da
lipase nas diferentes concentracdes dos mesmos. Em contrapartida, foi observada um
aumento na atividade lipolitica da enzima de Fusarium solani na presenca de Tween-

20, e SDS apresentou a menor atividade (Figura 24).
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Substancias que reduzem a atividade de uma enzima catalisadora de reacao
sdo conhecidas como inibidores. Eles agem diretamente ou influenciando
indiretamente as propriedades cataliticas do sitio ativo. Os inibidores podem ser
estranhos a célula ou componentes naturais disso. Neste caso, eles podem
representar um elemento importante da regulacado do metabolismo celular.

De acordo com o estudo de Okay et al. (2022), os detergentes Tween-20,
Tween-80, Triton X-100 e SDS diminuiram a atividade da lipase na concentracéo de
0,2%. A menor atividade inibitoria (17%) foi observada na presenca de SDS, e Tween-
80 apresentou a maior inibicao (85%), semelhantemente ao presente estudo.

Segundo Sharma et al. (2017) surfactantes como SDS e Tween 80 diminuiram
drasticamente para 10,71% e 30,73%, respectivamente a atividade lipolitica. Foi
confirmado que os maiores rendimentos de lipase obtidos com esses aditivos n&o
foram devidos ao aumento da transcri¢cao da lipase, mas a secrecdo aumentada.

Kiran e Chandra (2008) relataram retencdo de 90% da atividade na presenca
de Tween 20, Tween 80 e Triton X-100.
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Figura 24. Efeito dos surfactantes com efeito de detergentes sobre a lipase extracelular purificada do
fungo Fusarium solani. Legenda: A atividade relativa da enzima foi calculada em comparagdo com a
atividade da enzima ensaiada nas condi¢Bes padrdo (ao controle).

Da mesma forma, os solventes metanol, etanol, isopropanol e glicerol foram

testados em 4 diferentes concentracoes frente a enzima lipase purificada de Fusarium
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solani e observou-se que entre todos os solventes, a acetona € o que mais inibe a
atividade lipolitica chegando até 7,50% de atividade residual, seguido do isopropanol
e metanol e o glicerol é o solvente que mais estimula a producao da lipase chegando
a 131,47% (Figura 25).

As lipases diferem em sua sensibilidade para diferentes solventes organicos e
sao geralmente mais instaveis em substancias polares. Embora a atividade enzimatica
mude na presenca de agua e solventes, alguns fatores justificam tal efeito, como por
exemplo: solventes organicos podem agir como substratos e atuam como inibidores
especificos. As mudancas nos solventes organicos também variam de acordo com as
propriedades gerais dos solventes, como constante dielétrica, polaridade e
hidrofobicidade. O aprimoramento da atividade da lipase por meio desses solventes
tem muitas aplicagcdes, como na fabricacdo de combustiveis a base de 6leo, plastico
e fabricacdo de produtos quimicos, biodegradacao, industrias de papel e celulose,
industrias de laticinios e alimentos (Kamal et al., 2013).

Segundo Tiwari et al. (2013) a lipase extraida de Pichia anamola, apresentou
uma atividade relativa da lipase de 79,6% frente a acetona. O solvente isopropanol
guando testado mostrou atividade relativa de 74,8%, o etanol de 71,8% e o glicerol de
54,7% divergindo dos resultados encontrados neste estudo.

O efeito dos solventes na atividade da lipase é mostrado também no estudo de
Dab et al. (2023), no qual todos os solventes atuaram como inibidores, especialmente
etanol, isopropanol e acetona. A lipase purificada de Fusarium annulatum (FAL)
mostrou-se menos estavel quando incubado com solventes polares. Na presenca de
isopropanol, metanol, n-butanol ou etanol, o FAL reteve 80%, 56%, 55% e 42% de
sua atividade, respectivamente. Curiosamente semelhantemente a este estudo
nenhum dos solventes inativou o lipase completamente, possivelmente devido a baixa
penetracdo do solvente na estrutura da enzima em comparagdo com solventes

hidratados.
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Figura 25. Efeitos dos solventes sob a lipase extracelular purificada do fungo Fusarium solani.
Legenda: a atividade relativa da enzima foi calculada em comparacdo com a atividade da enzima
ensaiada nas condi¢des padréo (ao controle).

5.9.5 Influéncia de ions

Considerando o controle de 100% de atividade relativa, este estudo detectou
gue os ions mais inibiram a atividade lipolitica foram o Cu+2 e o Fe+2, com atividade
residual de 25,98% e 26,81% respectivamente (Tabela 7). Acredita-se que a natureza
inibitéria dos metais de transicao se deve a interacao de ions com grupos carregados
de cadeia lateral de amino de superficie acida, influenciando assim a conformacéao e
estabilidade da enzima.

No entanto, Ca+2 e Zn+2 teve efeito inibitério moderado sobre a atividade da
lipase com atividade residual de 65,17% e 83,87%. O efeito estimulador de Mg+2
apresentado na atividade da lipase com 110,03% nesse estudo também é relatado
por varios pesquisadores e tem sido atribuido a alteragcdes estruturais ao invés de

papel catalitico (Dandavate et al., 2009).

Tabela 7. A lipase foi incubada com ions nas concentragées de (1M e 10mM) em tris — HCl 50mMol pH
7,0 e incubadas por 1 hora a 37 °C antes de determinar a atividade residual.

fons u/mL Atividade Relativa (%)
1imM 10mM 1imM 10mM
Controle 249 21 100 100 100

Cu 64,75 31,15 25,98 12.50 + 0,04
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Fe 66,81 29,03 26,81 11.65+ 0,08
Ca 197,28 162,41 79,16 65.17 £ 0,03
Mg 141,61 274,20 56,82 110.03+ 0,61
Zn 204,01 209,01 81,86 83.87 + 0,15

Testes em triplicata. Os resultados sdo apresentados como atividade residual £ desvio padrao.
Fonte: propria.

Em contrapartida, o estudo de Zhao et al. (2021) mostrou que a atividade da
lipase foi significativamente melhorada na presenga Ca2+ 10 mM com atividade 1,66
vezes maior que o controle. Foi relatado que o Ca2+ desempenha um papel
importante na estabilidade conformacional da enzima. Entre os ions metalicos
também testados Zn2+, Cu2+, Fe2+e Fe3+ inibiram significativamente a atividade
relativa.

Varios ions metalicos sdo relatados como envolvidos na hidrélise de oleo
catalisada por lipase, induzindo os acidos graxos a formar seus respectivos sais
metalicos na interface 6leo-agua e permitindo que a lipase atue livremente nas
moléculas de 6leo. Os efeitos dos cations metélicos monovalentes, divalentes e

trivalentes na atividade da lipase foram analisados em 10 mM (Figura 26).
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Figura 26. Influéncia dos ions sob a lipase extracelular purificada do fungo Fusarium solani. A atividade
relativa da enzima foi calculada em comparacdo com a atividade da enzima ensaiada nas condi¢Bes

padrdo (ao controle).

5.9.6 Determinacdo dos parametros cinéticos

O p-nitrofenol (pNP) é um composto amplamente utilizado para a determinacao
analitica de esterases, incluindo as lipases. A maioria das medi¢cbes enzimaticas
utiliza seus derivados, como ésteres, que se decompdem por hidrdlise, liberando pNP
quantificado por sua absorbancia de 410 nm.

Os valores de Km e Vmax da lipase de Fusarium solani foram determinados
através das equacbes de Michaelis-Menten. O valor da constante de Michaelis -
Menten (Km), € o indicador da afinidade da enzima pelo substrato, quanto menor o
valor Km maior afinidade entre lipase pelo seu substrato. Os valores de Km e Vmax
foram determinado valor de Km lipase foi de 5.671 mM e de Vmax de 149.253 pM/min
em diferentes concentracées de p-NPP a 37 °C em 50 mM tris -HCI pH 8.0, o que

gerou uma equacao da reta com (Figura 27).
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Figura 27. Efeito da concentracéo de p — NPP sobre a atividade de lipase.

Outros autores calcularam Vmax e Km a partir dos graficos reciprocos duplos
para duas fontes de lipase. A lipase de A. nidulans teve um Vmax maior (769,23
pgmol/min) e a lipase de A. Niger LC 269109 (714,29 pymol/min) e um Km maior (17,54
mg/ml) do que a lipase de A. niger LC 269109 (9,71 mg/ml). Em comparacdo com a
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lipase de A. Nidulans, a lipase de Fusarium solani expressou um valor de Km igual a
5,67, um valor mais baixo neste presente estudo. Isso indica que a lipase requer uma
menor quantidade de azeite para sua saturacao indicando que a lipase isolada neste
estudo para Fusarium solani tem mais afinidade (ou é mais especifica) para o azeite
de oliva. A magnitude do km varia amplamente com a identidade da enzima e a
natureza do substrato, além das condi¢cdes de temperatura e do pH.

De acordo com os valores de Vmax, no entanto, pode-se observar que se pode
extrair maiores quantidades da enzima lipase de espécies do género Aspergillus do

gue do fungo Fusarium solani presente neste estudo (Mayel et al., 2020).

5.9.7 Determinacé&o do tempo de armazenamento

Apbs o primeiro dia de purificacdo da enzima lipase extraida do fungo Fusarium
solani foi possivel observar 95% de atividade lipolitica relativa e sob condi¢des ideais
de temperatura a sua atividade foi verificada a cada 15 dias durante o periodo de 90
dias. A lipase manteve sua meia vida com atividade de até 50% por 60 dias (Figura
28). Dessa forma, apos esse periodo torna-se inviavel seu uso e aplicacdo em

formulacg@es, pois a mesma ndo mantém sua efetividade.
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|
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Figura 28. O tempo de armazenamento foi medido em dias de acordo com a atividade lipolitica residual

expressa em porcentagem. Legenda: A lipase de Fusarium solani foi verificada a cada 15 dias e mantida
a uma temperatura de -34°C.

As lipases, em geral, tém sido bastante utilizadas nas uUltimas duas décadas,

para melhorar algumas caracteristicas de produtos alimenticios e outros produtos
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industriais. Dentro desta perspectiva, as lipases comerciais como é o0 caso da
“Lipopan” possuem um papel de destaque dentre as enzimas lipoliticas existentes no
mercado. Ha varios tipos e origens de enzimas lipoliticas.

A Lipopan F BG® e Lipopan Xtra BG® s&o enzimas lipoliticas purificadas
obtidas a partir de Fusarium oxysporum expressas em Aspergillus oryzae, que
melhoraram as caracteristicas de fabricacdo da massa e sua estabilidade (Melini et
al., 2018).

No caso da Lipopan Xtra (Novozymes, Bagsvaerd, Dinamarca) trata-se de uma
lipase de terceira geracdo, mais concentrada que, alega-se, ter melhor tolerancia.
Com relacdo a Lipopan Prime®, acredita-se em comportamentos semelhantes
aquelas ja consolidadas (Lipopan F e Lipopan Xtra).

Entretanto, todas essas enzimas conseguem prolongar o tempo de prateleira
de produtos principalmente alimenticios por no maximo 48h como € o caso dos paes
e leite, mas a lipase extraida do fungo Fusarium solani presente neste estudo possui
uma maior estabilidade proporcionando um maior tempo de armazenamento mesmo
sendo em baixas temperaturas.

Apos a producdo da microemulséo incorporada a enzima lipase de Fusarium
solani, a atividade enzimatica foi verificada e comparada com a lipase comercial
Amano Lipase OS de Burkholderia cepacia da empresa Sigma-Aldrich. Os resultados
mostraram que a lipase imobilizada apresentou quase 100% de eficacia quando

comparada a enzima comercial de origem bacteriana (Tabela 8).

Tabela 8. Atividade lipolitica das lipases de F. solani e comercial livre e imobilizada na microemulséo

] uU/mL
Enzima

Enzima livre | Imobilizada (Microemulséo)

Lipase de F. solani | 354,63 £ 0,04 | 483,47 + 0,05

Lipase comercial 407,41 + 0,06 | 501,79 £ 0,04

Legenda: Atividade enziméticas foram estabelecidas pelo método de Silva et al (2005) utilizando
Palmitato de p — nitrofenil (p — NPP) como substrato.
Fonte: Autoria propria (2024)
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A figura 29, ilustra as solu¢cdes sem o substrato e com a enzima, na sua forma
imobilizada e n&o imobilizada, sendo A- Branco. B-Microemulsdo sem enzima

lipase.C- Enzima lipase livre. D- Microemulsdo com lipase de Fusarium solani.

Figura 29. Atividade enzimética da microemulsdo de lipase de F. solani. Legenda: Atividade
enzimaticas foram estabelecidas pelo método de Silva et al. (2005) utilizando Palmitato de p — nitrofenil
(p — NPP) como substrato. A- Branco. B-Microemulsdo sem enzima lipase.C- Enzima lipase livre. D-
Microemulsédo com lipase de Fusarium solani.

5.10 Atividade antioxidante da lipase de Fusarium solani

5.10.1 Atividade antioxidante por dPPH

Para verificacdo da atividade antioxidante da lipase de F.solani foi construida
uma curva padrdo de dppH de acordo com a figura 30.
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Figura 30. Curva padrao do DPPH

De acordo com a tabela 9, a enzima lipase de Fusarium solani apresentou uma
guantidade pequena de amostra de 2,158 uM em equivalente de trolox por grama. A
analise da capacidade antioxidante é desafiadora principalmente para substancias de
carater lipidico e proteico, uma vez que a maioria dos métodos foram desenvolvidos
para amostras hidrofilicas e os lipidios apresentam uma natureza hidrofobica,
dificultando sua homogeneizacdo em meio aquoso. Além disso, a turbidez gerada
pelas amostras oleosas pode ocasionar resultados falso positivos e nao reprodutiveis
(Castelo-Branco & Torres, 2011).

A andlise de atividade antioxidante da lipase de Fusarium solani indica um valor
de 2,158 pM de Trolox por grama, 0 que sugere uma capacidade antioxidante
relativamente baixa, o que se deve ao fato de que a enzima é uma proteina com
caracteristicas especificas que podem influenciar a medicéo da atividade antioxidante.
Um estudo de Zhang et al. (2022), por exemplo, destacou que lipases de fontes
fungicas frequentemente exibem uma atividade antioxidante reduzida quando
analisadas com os métodos convencionais, justamente pela sua natureza lipofilica.

Li et al. (2021), identificaram que amostras com turbidez por conta das
amostras oleosa sao devido a presenca de lipidios podem levar a erros de leitura,
especialmente em ensaios de absorgéo optica.

Quanto a capacidade antioxidante das lipases alguns estudos sugerem que
lipases de diferentes fontes fangicas e bacterianas apresentam capacidades

antioxidantes variaveis. Por exemplo, a pesquisa de Patel et al. (2023) observou que
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lipases de Fusarium spp. podem apresentar atividade antioxidante em niveis baixos a
moderados, dependendo de como séo extraidas e preparadas.

O valor de 2,158 yM de Trolox pode ser considerado pequeno, mas nao
incomum para esse tipo de enzima. A atividade antioxidante das lipases €
frequentemente modulada por fatores como pH, temperatura, e presenca de cofatores

ou solventes organicos.

Tabela 9. Atividade antioxidante da lipase de F. solani

Teste Atividade Antioxidante (uM TE /g)*

DPPH 2,158 £ 0,167

Valores das médias das triplicatas + desvio padrdo/ Médias seguidas de letras diferentes na mesma
linha diferem estatisticamente (p<0,05). *ET = equivalente do Trolox. Fonte: Autoria prépria (2024).

5.10.2 Atividade antioxidante por ABTS

A atividade antioxidante por ABTS da lipase extraida e purificada do fungo
Fusarium solani com e sem microemulsdo esti contida nas tabelas 10 e 11. Os
resultados indicam que a microemulsdo incorporada com a enzima possui a maior
atividade antioxidante, seguida pela enzima isolada, enquanto a microemulsdo sem a
enzima (branco) apresenta menor atividade. Além disso, a microemulséo incorporada
com a enzima possui a menor concentragao efetiva (EC50), sugerindo maior eficiéncia

antioxidante.

Tabela 10. Atividade antioxidante equivalente ao Trolox na enzima, microemulséo incorporada com a
enzima e microemulsdo sem a incorporacéo (Branco) pelo método ABTS.

Amostras Analisadas Atividade antioxidante (UM ET /g)*
Enzima 355,2a + 9,982
Microemuls@o incorporada com a Enzima 649,0b + 10,32
Microemulséo (Branco) 38,64c £ 0,108

*ET = equivalente do Trolox. Valores das médias das triplicatas + desvio padrdo/ Médias seguidas de
letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p<0,05) pelo ANOVA Tukey's multiple
comparisons test. Fonte: Autoria prépria (2024).

Tabela 11. Atividade antioxidante da concentracéo efetiva de 50% (EC50) da enzima, microemulséo
incorporada com a enzima e microemulséo sem a incorporac¢éo (Branco) método ABTS.
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Amostras Analisadas EC50 (pg/mL)
Enzima 222,4a + 2,026
Microemulsao incorporada com a Enzima 57,22b + 0,5161
Microemulsao (Branco) 651,2c £ 8,171
Trolox 4,051d £ 0,00

Valores das médias das triplicatas + desvio padrdo/ Médias seguidas de letras diferentes na mesma
coluna diferem estatisticamente (p<0,05) pelo ANOVA Tukey's multiple comparisons test.
Fonte: Autoria propria (2024).

5.11 Avaliacédo da viabilidade celular frente a Lipase de Fusarium solani

A literatura j& mostra que as lipases sdo enzimas reconhecidas do pancreas
com funcdes extensamente caracterizadas na digestdo de gorduras dietéticas. No
entanto, em outros locais do corpo, as lipases de linfécitos podem tem um papel na
citotoxicidade mediada por linfécito T citotoxico (CTL) de células malignas.

Um estudo de Alves et al. (2010) testou uma lipase de linfécito T induzido por
IL-4 (células T) chamada lipase pancreatica relacionada proteina 2 (PLRP2). PLRP2
mediou a morte apoptética e necrose pela liberacdo de &cidos graxos dos
triglicerideos em mastocistomas do tipo P815 viaveis foram reduzidas nos ensaios
contendo triglicerideos quando comparados aos ensaios sem lipidios.

Outro artigo de Hollenbach et al. (2021) revela que processos biocataliticos
podem produzir uma fracdo glicolipidica da lipase. A lipase possui atividade anti-
cancerigena como indica as curvas de crescimento responsivas a dose inibicdo de
células NUGC-3 incubadas com fragéo tratada com lipase e fragdo nao tratada por 48
h.

No presente estudo a microemulséo de lipase de Fusarium solani, a lipase livre
e a lipase comercial foram testadas em células RAW 264.7 em diferentes
concentracgdes e distintos intervalos de tempo e mostraram-se mais viaveis e estaveis
na presenca da microemulsdo até as 72 hrs de teste (Figura 31). Dessa forma, a
enzima imobilizada na forma de microemulséo torna-se a forma mais viavel de uso e
aplicagéo nas mais diversas areas e industrias, pois além de possuir uma estabilidade
e durabilidade maior, ndo causa danos as células de murinos saudaveis que é uma

triagem para posteriores estudos em células humanas.



86

Lipase de F. solani livre

48h

24h 150 72h
200

=
o
S

150 100
100
100
501

50

Viabilidade Celular (%)

Viabilidade Celular (%)
Viabilidade Celular (%)

0
0
100 60 40 20 15 10 5 1 100 60 40 20 15 10 5 1 05 100 60 40 20 15 10 5 1 05

Lipase (@g/mL) Lipase (mg/mL) Lipase @@g/mL)

Lipase de F. solani na microemulsao

48h
24h 72h

100 2 150
3 S S
S < 80 <
g s ]
2 3 = 100
g o0 8 8
] 2 4w 2
9 <
kS 40 £ § -
g 20 | 20 |
S s> s

o o

100 60 40 20 15 10 5 1 05 100 60 40 20 15 10 5 1 05 100 60 40 20 15 10 5 1 05
Lipase (gg/mL) Lipase (mg/mL) Lipase (@g/mL)

Lipase comercial na microemulséo

24h 48h

IS o -3
S S S
~
N
=

Viabilidade Celular (%)
8

Viabilidade Celular (%)

Viabilidade Celular (%)

o
o

0
100 60 40 20 15 10 5 1 05 100 60 40 20 15 10 5 1 05 100 60 40 20 15 10 5 1 05

Lipase (@g/mL) Lipase (mg/mL) Lipase (@g/mL)

Figura 31. Avaliagdo da viabilidade celular na linhagem celular RAW 264.7

5.12 Aplicacao biotecnolégica da microemulséo de lipase de F. solani

5.12.1 Aplicagcdo da Microemulsédo de lipase de F. solani na degradacéo de
gordura

Entre as varias aplicacdes biotecnoldgicas a lipase de F. solani assim como as
lipases microbianas, a biodegradacdo da gordura é uma caracteristica das enzimas
lipases. Neste estudo, a propriedade da lipdlise foi estudada pela lipase de frango,
esta enzima pode ser aplicada na remocao de gorduras na area médica, bem como
lipélise de gorduras em agua, atuando no saneamento e prevencao da poluicdo da
agua, bem como detergentes e coadjuvantes dos mesmos em superficies.

Apbs o processo de imobilizacdo e otimizagdo de obtencdo da enzima lipase
do fungo da espécie Fusarium solani, foi comprovado através de teste experimental

em tecido animal (figura 32) que a microemulséo da lipase de F. solani é mais eficaz
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que a lipase de F. solani livre. lipase e a lipase livre comercial em 24 horas com

atividade enzimatica de 97,9 U/ml conforme tabela 12.

Tabela 12. Degradacédo da gordura de frango pela lipase F. solani e comercial em diferentes periodos.

24h 28h 72h 96h
Ensaio Peso Atlv.|da’1d'e Peso Atlv.|da’1d'e Peso Atlv.|da’1d'e Peso At|v.|da’1d'e
(ma) enziméatica (mg) enziméatica (mg) enzimatica (ma) enzimatica
(U/ml) (U/ml) (U/ml) (U/ml)
10,6 10,6 10,6 10,6
Controle + - + - + - + -
0,04 0,05 0,03 0,04
10,2 10,2 10,2 10,2
antrole | ga + i + i + i + i
MICrOemMulsao | 4 oy 0,04 0,06 0,01
Lipase 101 8,36 61,56 + 6.47 11,96 + 2,06
comercial livre * 778+0,51 * 0,11 * 0,36 * 0
0,08 0,07 ! 0,01 ! 0,06
. 10,6 8,03 6,21 0,89
é'oplgﬁie“v‘:g Pl 7% | 7914015 | + |659+037| = 1%715; + 0
0,05 0,05 0,04 ' 0,04
Microemulsao 10,4 7,83 3,89 0,12
dalipasede F. | + |979+027| + |953+026| = 7‘80117i + 3%’115;
solani 0,02 0,03 0,05 ’ 0,04 !
Microemulsao 10,5 8,12 4,21 0,56
da lipase | + | 957+013| + |881+017 | + 8%’81611 + 2%)’8221
comercial 0,01 0,04 0,07 ’ 0,01 ’

Legenda: (-) N&o avaliado
Atividade enzimaticas foram estabelecidas pelo método de Silva et al. (2005) utilizando Palmitato de p
— nitrofenil (p — NPP) como substrato. Os resultados sdo apresentados.
Fonte: Autoria propria (2024).
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Figura 32. Ensaio da lipase de F. solani na degradacao de gordura. Legenda: A — Pesando as gorduras;
B — Gorduras ap6s a esterilizacdo em autoclave; C — Gordura estéril antes da adicdo da microemulsao
da lipase de F. solani. D — Gordura ap6s o tratamento de 96h com a microemulséo de F. solani.

Um estudo de Alabdalall et al. (2021) apresentou que entre as aplicacdes
biotecnolégicas utilizadas da enzima lipase € a de degradar gordura animal. A enzima
lipase pode hidrolisar triglicerideos em acidos graxos e glicerol. Essa capacidade
enzimatica foi adotada para degradar gorduras animais (frango e ovelha). A enzima
lipase de dois isolados foi capaz de degradar mais de 90% da gordura de frango e
mais de 85% da gordura de ovelha. A atividade da lipase foi elevada nos primeiros 3
dias, onde ocorreu mais da metade do processo de degradacédo, semelhantemente ao

presente estudo.
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5.12.1 Outras aplicacdes
5.12.2 Aplicacdo da Microemulséo de lipase de F. solani como aditivos em

detergentes

O presente estudo testou a utilizacdo da enzima de F. solani isolada e na
microemulsdo com lipase de F. solani. Em trés diferentes concentracdes e verificou-
se que a microemulséo com a lipase de F. solani foi mais eficaz em todas as 5 marcas
de detergentes testadas, sendo melhor até que a lipase comercial. E a associacao
gue mais se destacou mostrando ser um aditivo eficaz foi na marca Ypé com atividade
lipolitica (Tabela 13).

As enzimas detergentes podem ser adicionadas a todos os detergentes em po
e liquidos fabricados. Celulases, lipases, amilases, e proteases sao algumas das
enzimas usadas na detergéncia para substituir fosfatos e silicatos toxicos e para
reduzir o alto consumo de energia e torna 0 uso de enzimas na formulacdo de
detergentes rentavel pois mantém a forma e a cor das roupas lavadas. (Niyonzima,
2021).

Foi possivel observar que a microemulsédo com lipase de F. solani teve o melhor
desempenho, apresentando a maior atividade relativa em todas as concentracées,
superando a lipase comercial. Isso é especialmente evidente nas marcas de
detergente Ypé (99,01% a 100% de atividade relativa) e Minuano (97,37% a 94,44%
de atividade relativa).

As lipases de Fusarium sdo bem adaptadas a condi¢des de pH alcalino e a
presenca de surfactantes, que sdo comuns em detergentes. Além disso, a enzima
incorporada na microemulsdo pode aumentar a estabilidade e a atividade das
enzimas, o que explicaria os resultados observados na microemulsdo com lipase de
F. solani. O estudo de Silva et al. (2021) destaca que as microemulsdes ajudam a
proteger as enzimas contra a desativacao prematura e facilitam a liberagéo da enzima

no ambiente do detergente.



Tabela 13. Poiencial uso da lipase extraida e punficada de F. solani camo aditvos em detergenies.

LipasedeF. solani MCIoauis0 . 0OM | jpase comercial Mcroarissn com lipase

. LlpasedeF solanl comercial
] (um_) chia Q) (U/rri-) raaly) Um)  ebvaly) UMD eahvaf)
Controle 368 100 4212 10000 50814 100 56,15 1000
001% L1 BA6 3812 001 46,1 P44 M6 B8
Ypé 01% 2615 B4 3615 8857 42611 8480 461 o4
1% 20,73 A74 0726 7641 406,16 80,73 4107 27
001% 269 BA9 153 737 47515 AM 011 887
Minuano 01% 261,15 840 212 DB 462,15 9.5 4873 862
1% 20463 662 013 748 442 8829 4629 819
001% 2816 9730 37815 AN 40,15 BA %315 979
Limpol 01% 2614 86,70 3215 860 45311 DB 52188 23
1% 23B% 7651 2515 7340 4244 83% 56,15 896
001% 2617 %BH 315 A9 47123 B6 51215 D6
O 01% 260 7740 3614 DO 432,14 8086 461,15 816
1% 011 66,76 311,15 773 4312 8,71 43,15 713
001% 29126 B5 3BB17 B3 46315 22409} $419 %69
Brilux 01% 25314 8,718 368 8,73 43651 86,76 5141 10
1% 22215 266 31615 B8a2 AR 17 PRB 47419 89

Fonte: Autoria prdpria (2025).
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As concentragdes mais baixas (0.01%) da lipase de F. solani imobilizada na
microemulsédo apresentaram a maior atividade relativa nas marcas Ypé e Minuano
e mais eficacia. A atividade foi reduzida conforme as concentracdes aumentaram,
sugerindo que a quantidade excessiva de enzima pode ter levado a inibicdo da
atividade ou que ha uma limitacdo na capacidade de absorcao e interacdo com o0s
substratos presentes no detergente.

Kumar et al. (2020) mostra que nas lipases de Fusarium pode haver inibicdo
enzimatica ou até perda de atividade quando a concentracdo da enzima é muito
alta, por conta de agregacdo de moléculas da enzima ou interacfes indesejaveis

com outros componentes do detergente.

5.12.3 Aplicacéao da Microemulséao de lipase de F. solani como aditivos em

sabdo em po6

De acordo com a tabela 14, a microemuls&o com lipase de F. solani foi eficaz
em todas as marcas de sabdo em pd, mostrando uma atividade relativa em torno
de 94% a 96% nas concentracfes mais baixas (0.01%). A atividade diminui a
medida que a concentracdo da lipase aumenta, especialmente para as
concentracdes de 1% (com atividade abaixo de 30% em alguns casos).

A lipase de F. solani isolada apresentou uma atividade mais baixa, com
valores em torno de 65% a 70% em comparagao com a microemulséo. I1sso sugere
que a associacdo com microemulsées aumenta a estabilidade e a atividade da
lipase de F. solani, o que facilita sua atividade lipolitica no ambiente do sabdo em
po que € alcalino e com surfactantes.

A lipase comercial mostrou-se menos eficaz que a lipase de F. solani isolada,
especialmente nas concentracoes de 1% em varias marcas de sabdo em po. A
microemulsdo com lipase comercial apresentou resultados superiores a lipase
comercial pura, mas ainda assim foram inferiores aos resultados da microemulsao
com lipase de F. solani, especialmente na marca Tixan Ypé (atividade relativa de
96.4% a 96.95% na concentragéo de 0.01%).



Tabela 14. Poiencial uso da lipase e microamuiso extraida e purificacaide F. solani camo aditvos em salbiBoempo.

_ LipesedeF. solani léi/e!cl%grllsia)canLlpese Lipase comercial m@ com
P A ey N o A e PO A vy PNy o A v
Conroe 31141 100 41283 100 52317 10 8% 100
001% A0 b2 33811 B4 50722 65 421 36
TixenYpé 01% 181 636 H7H6 6,7 436 8B4 35 3
1% 10660 B9 3172 768 P11 6364 297 %10
001% 1017 a0,/ 3H43 B8 483 B5 4369 BB
Brihante  01% 151,22 486 A5 7 43696 832 2R3 5098
1% B1 29 233 668 A3 662 2215 4035
001% 22611 726 33 b1 402 B3 46296 A3
Ala 01% 184 63,7 X117 875 42314 80838 3l 63HA
1% 1012 25 3118 5 331 61,76 21825 30,76
001% 26,7 664 3363 60 456,78 A% 4363 8712
Barrevi  01% 1783 573 3314 8,7 211 8049 2 RO
1% 8025 28,7 20,74 1726 0736 %5 2287 4166
001% 221 713 145 A8 4085 BR 4309 8,78
Qo 01% 2148 673 b, 74 6.2 3PN 170,72 4139 740
1% 1672 53,7 1.2 730 2882 50 2875 237

Forie: Auiora propria, (2025).
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Marques et al. (2021) cita que as lipases do género Fusarium sao mais
eficientes que as lipases comerciais em produtos de limpeza, devido a sua
especificidade para substratos lipidicos e sua capacidade de atuar de maneira
satisfatoria em ambientes como o do sabdo em po.

Em termos de estabilidade, a associacdo da lipase com microemulsdes
melhora a sua eficacia em sistemas como detergentes e sabdes em po,
confirmando os resultados da tabela, onde as microemulsées com lipase de F.
solani mostraram-se mais eficazes que a lipase isolada. Um estudo de Nair et al.
(2022) relata que a microemuls&o proporciona uma maior resisténcia a desativagéo
da enzima, permitindo que ela atue de forma mais eficaz durante o ciclo de
lavagem.

Segundo Zhang et al. (2020), microemulsdes lipidicas podem proteger as
enzimas contra a degradacado e melhorar a sua atividade em condi¢cdes de alta
alcalinidade e presenca de surfactantes. Essa abordagem € suportada pelos
resultados apresentados na tabela, que mostram um desempenho
significativamente melhor da microemulséo com lipase de F. solani em comparacao

com a lipase comercial.

5.12.4 Potencial removedor de manchas

A figura 33, representa a comparacao entre varios grupos de tratamento para
remocao de mancha de uma fibra, a qual todos os grupos apresentaram um bom
desempenho, porém o grupo que removeu as manchas do tecido quase que

totalmente foi o quarto grupo composto por agua, detergente e microemulséao.
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Figura 33. Potencial removedor e aditivo de detergentes da lipase de Fusarium solani e Lipase
comercial livre e na microemulséo.

Uma das classes de enzimas geralmente usadas em sabdes e detergentes
€ a das lipases. A lipase é capaz de remover manchas gordurosas como gorduras,
manteiga, 6leo e sebo humano, além de manchas dificeis em tecido (Komal et al.,
2021).

Silva (2022) testou o uso de lipases e lacases na remocédo de manchas em
tecidos de algodéo, evidenciando a eficacia dessas enzimas na degradacao de
substancias oleosas e fendlicas presentes em manchas comuns como de 6leo e
vinho.

O fungo Fusarium solani produz varias enzimas extracelulares, como
amilase, lipase, celulase, protease e lacase. No entanto, este é o primeiro estudo
que testa as lipases extraidas deste fungo como removedoras de manchas em
tecidos de algodédo ou como desengordurante. A maioria dos estudos sdo com

enzimas produzidas por outros microrganismos.
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6. CONCLUSAO

A fim de produzir a enzima lipase extraida e purificada do fungo Fusarium
solani para aplicacdes biotecnoldgicas na saude, na estética e na industria, através
deste estudo foi possivel isolar o fungo Fusarium solani obtido da “Colecao de
fungos do Maranhdo” localizada no laboratério de Micologia do Nucleo de
Imunologia basica e Aplicada (NIBA) na UFMA e logo em seguida identificar o
melhor método de extracdo da enzima lipase que foi por meio de fermentacdo
submersa.

Logo apds extraida, a lipase passou por varias etapas de purificacdo e
ultrapurificacdo até o isolamento de uma enzima livre. Varios parametros fisico-
quimicos foram avaliados e comparados com a lipase comercial, incluindo a
atividade lipolitica dos mesmos.

Foram analisadas, atividade antioxidante da enzima em estudo, a viabilidade
celular, o que viabilizou a constru¢do de um produto biotecnolégico a base da lipase
de Fusarium solani e através de um diagrama pseudoternario foi possivel encontrar
as melhores proporcdes para a formulagcdo de uma microemulsao.

O produto obtido passou por varios testes de controle de qualidade e é um
produto viavel para o uso industrial. No que se refere a sua aplicacao
biotecnoldgica, foi verificado que esse produto possui uma acéo de degradacao de
gordura animal, além de ser um potencial aditivo em produtos desengordurantes
como sabdo em pd e detergente e tem a capacidade de remover manchas
persistentes.

Dessa forma, a lipase consegue estimular a degradacdo aquosa de
triglicerideos em glicerol e acidos graxos. As enzimas lipases microbianas como a
lipase fungica de Fusarium solani tem um potencial na aplicacéo industrial devido
a sua capacidade de manter sua atividade lipolitica sob temperaturas extremas, pH
e solventes organicos e condi¢des quimicas. Sendo assim, este estudo faz mengéo
a lipase fungica de F. solani como uma fonte enzimatica com atividade catalitica,

baixo custo de producéo e aplicabilidade biotecnolégica.
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