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RESUMO

As lipases (EC 3.1.1.3) constituem um dos grupos de enzimas que possuem uma
imensa variedade de aplicagbes biotecnoldgicas, podendo ser produzidas por
bactérias, leveduras e fungos filamentosos. O uso de amostras isoladas do solo da
caatinga se justifica devido a elevada biodiversidade e potencial biotecnolégico na
producdo de enzimas, além do emprego de residuos agroinddstrias como substratos
na minimizacdo dos custos de producdo. Neste trabalho, foi avaliado o potencial
biotecnolégico de amostras de Cunninghamella echinulata isoladas da Caatinga de
Pernambuco denominados UCP 060, UCP 1299 e UCP 1308 para produgédo de lipase
através de um screening dos fungos, selecdo de meios utlizando residuos
agroindustrias (0leo pos-fritura e residuo de efluente sorvete) e fermentagdo submersa
com um planejamento fatorial completo 2° incubados a 37°C, 150 rpm, 168h. Os
resultados revelaram que a amostra UCP 1308 apresentou a maior producéo de lipase
com 26,4 U/mL com 96 h, no meio 4, mostrando que o residuo de sorvete atuou como
um excelente substrato da producdo da enzima. Neste trabalho foi comprovado que a
elaboragdo de meios alternativos sdo economicamente viaveis para producdo da
lipase, proporcionando o desenvolvimento de tecnologias em consonancia com 0s

principios da sustentabilidade.

Palavras - chave: atividade lipolitica, fermentagéo submersa, fungo filamentoso.



ABSTRACT

Lipases (EC 3.1.1.3) are one of the groups of enzymes that have an immense variety
of biotechnological applications and can be produced by bacteria, yeasts and
filamentous fungi. The use of isolated samples of the caatinga soil is justified due to
high biodiversity and biotechnological potential in the production of enzymes, besides
the use of agroindustrial residues as substrates in minimizing production costs. In this
work, the biotechnological potential of Cunninghamella echinulata samples isolated
from the Caatinga of Pernambuco denominated UCP 060, UCP 1299 and UCP 1308
were evaluated for lipase production through a screening of fungi, selection of media
using agroindustrial residues (post-fry oil and Effluent waste sorbet) and submerged
fermentation with a complete factorial design 23 incubated at 37 ° C, 150 rpm, 168h.
The results showed that the UCP 1308 sample presented the highest production of
lipase with 26.4 U / mL at 96 h in medium 4, showing that the ice cream residue served
as an excellent substrate for enzyme production. In this work it was proven that the
elaboration of alternative means are economically viable for lipase production,

providing the development of technologies in line with the principles of sustainability.

Key words: lipolytic activity, submerged fermentation, filamentou fungi.
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1 INTRODUCAO

Os processos biotecnolégicos microbianos atualmente sdo responsaveis por
uma grande parcela da economia mundial, mas apesar da potencialidade do
desenvolvimento dos processos enzimaticos, os custos ainda sdo bastante elevados.
Assim, uma das alternativas para minimizar este problema tem sido o emprego de
residuos agroindustriais como substrato na formulacdo de meios de producdo. Das
substancias produzidas por micro-organismos as enzimas sdo as que mais merecem
destaque, pois a produgdo enzimética movimenta aproximadamente 2,34 bilhdes de
dolares anuais no mercado internacional (MUSSATTO et al., 2007, MURUGAN et al.,
2011, SANTOS et al.,2015).

Enzimas sdo proteinas com atividade catalitica que possibilitam inameras
reagbes quimicas em condi¢bes brandas, comparativamente aos processos quimicos
tradicionais. As lipases sdo empregadas em mais de 20% das biotransformacdes de
sintese organica (JAYAPRAKASH.,EBENEZER, 2010., PENHA et al., 2016).

As lipases verdadeiras (triacilglicerol acilhidrolases E.C.3.1.1.3) sd0 enzimas
que catalizam a hidrolise total ou parcial de triacilgliceréis (TAG) fornecendo
diacilglicerol (DAG), monoacilglicerol (MAG), glicerol e &cidos graxos livres. Essa
classe enzimatica apresenta a capacidade Unica de atuar apenas na interface
Oleo/dgua. Essa definicao exclui as enzimas que agem em ésteres sollveis em agua
(esterases) ou que hidrolizam outros lipideos como acilhidrolases, colesterolesterase,
tioesterases, etc (BORNSCHEUER, et al., 2002; BORNSCHEUER, 2002., TREICHEL
et al., 2010, COLLA, REINEHR, COSTA, 2012., KANMANI, ARAVIND, KUMARESAN,
2014., HMIDET, NAWANI, GHORBEL, 2015; KUMAR, et al., 2016). As lipases podem
atuar tanto em meio aquoso quanto em meio organico, com teor de agua restrito, e
sao consideradas carboxilesterases que atuam em substratos emulsificados (CASTRO
et al; 2004., PENHA et al., 2016).

Os cultivos submersos tém sido tradicionalmente utilizados para a producéo
industrial de grande maioria de enzimas microbianas, devido a facilidade de
crescimento dos micro-organismos e do controle de diferentes parametros, como pH,
temperatura, aeracdo e umidade, além de tornar facil a recuperacdo das enzimas
extracelulares (PANDEY et al.,, 2000., SANDHYA et al., 2005., ORLANDELLI et al.,

2012).

A exploracdo dos micro-organismos pela inddstria tem gerado bilhdes de
dolares a cada ano e as vantagens de realizar ensaios com fungos filamentosos se

devem a fatores como facil cultivo e manipulacéo, producédo de elevados niveis de
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enzimas extracelulares, maior especificidade, menor consumo energético e maior
velocidade de reacdo (POLIZELI et al., 2005., KAR et al., 2006., SILVA et al., 2015).

1.2 OBJETIVOS
1.2.1 OBJETIVO GERAL

Produzir lipase por amostras de Cunninghamella echinulata (UCP 060, UCP 1299 e
UCP 1308) isoladas da Caatinga de Pernambuco, através da elaboracdo de meios

alternativos contendo residuos oriundos da industria de alimentos.

1.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Selecionar amostras de Cunninghamella echinulata (UCP 060, UCP 1299 e
UCP 1308) produtoras de lipase através de um “screening” enzimatico em meio

sélido em diferentes valores de temperatura e pH;

e Produzir lipase atravées de fermentacdo submersa utilizando meios
convencionais de producao, verificando a influéncia das fontes de carbono e

nitrogénio e os parametros cinéticos;

e Utilizar diferentes substratos da industria de alimentos contendo elevado teor
de &cidos graxos (6leo pés fritura e residuo de sorvete) para elaboracao de

meios alternativos de producéo;

e Investigar a influéncia dos substratos selecionados, temperatura, pH e

velocidade de agitacdo na producao de lipase;

e Utilizar um planejamento fatorial completo para avaliar a(s) melhor (res)

condigéo (des) de producéo da lipase;



Sales, P. S. C. Produgéo de lipase por Cunninghamella echinulata ...

1.3 REVISAO DA LITERATURA

1.3.1 BIOTECNOLOGIA

A biotecnologia atualmente € um campo de crescimento e desenvolvimento de
produtos e tecnologias que envolvem areas distintas da microbiologia, onde se utilizam
diversos géneros de micro-organismos para producdo de diferentes compostos
bioativos. Por ser uma area multidisciplinar, voltada para agricultura, medicina, saude,
meio ambiente, diversos produtos podem ser obtidos através de estudos diretamente
relacionados com animais, plantas e principalmente micro-organismos (SILVEIRA;
BORGES, 2004.,FORTUIN, 2006.,MATIAS.,VIEIRA., FONTENELE, 2014).

Atualmente, a biotecnologia € um dos campos mais promissores de tecnologias
de ponta, sendo a tecnologia enzimatica de grande destaque. Os elevados custos de
enzimas purificadas disponiveis comercialmente incentivam um aumento das
pesquisas nesta area. Cerca de 4.000 enzimas sdo conhecidas, muitas delas
utilizadas comercialmente, sendo a maioria delas de origem microbiana (RIGO, 2009.,
SILVEIRA et al., 2011).

A biotecnologia € uma ciéncia reconhecida universalmente como uma das
principais tecnologias capacitadoras do século XXI. A confianga nessa visédo, decorre
de sua posi¢cdo como uma inovacgao radical, através do impacto que ela tem tido e tera
ainda sobre problemas globais, como doencas e poluicdo ambiental, sendo assim uma
promessa de sustentabilidade industrial e da percep¢do de que se tornou uma
tecnologia mais avancada e capaz de fornecer competitividade econdmica, geracdo de
novos mercados e ampla aplicabilidade industrial (BULL., WARD., GOODFELLOW,
2000., ALENCAR 2011). Por outro lado, a humanidade depende cada vez mais de um
ambiente ecologicamente equilibrado para se desenvolver e sobreviver. Desta forma,
o desenvolvimento de biotecnologias exerce um papel preponderante na busca de
uma relacdo mais equilibrada entre os seres humanos e o ambiente (PENNA.,
CANOLA, 2009).

As lipases sdo enzimas promissoras para aplicacdes biotecnoldgicas, devido a
sua versatilidade em realizar reagfes de hidrolise e sintese (JAEGER., EGGERT,
2012, BARROS.,, et al. 2010., Barros et al., 2015).

A biotecnologia, junto com a Nanotecnologia tem contribuido de uma maneira
bastante significativa, pois tratam de um conjunto de conceitos, conhecimentos e de
ferramentas experimentas, que comportam um novo nivel de dominio nas condi¢Bes

ambientais, instituindo assim novas estruturas organizadoras a partir da escala
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molecular, dotadas de propriedades microscopicas e macroscopicas, tornando-as
adequadas a desempenharem funcfes necessarias a melhoria da qualidade de vida
humana (PADILHA et al., 2011., GONZALES et al., 2013).

A compreensédo dos conceitos de biotecnologia atualizada na conjuntura social,
implica na andlise das suas bases de formacdo e de suas constituicdes cientificas,
sociais, ambientais e econbmicas, além da posicdo firmada pela comunidade
internacional em sua regulamentacéo juridica (Convencéo sobre Diversidade Biolégica
de 1992 e Protocolo de Cartagena sobre Biosseguranca de 20003), e a discussdo
acerca das benesses e riscos dela oriundos, bem como as respectivas contingéncias
no que diz respeito a concretizacdo de direitos essenciais para humanidade,
especificamente os direitos humanos ao desenvolvimento sustentavel e a um meio
ambiente equilibrado (BERTOLDI, 2015).

1.3.2 ENZIMAS

Enzimas sdo macromoléculas predominantemente protéicas, imprescindiveis a
qualquer ser vivo, podem acelerar ou retardar as reacfes quimicas, que mantém e
regulam os processos vitais. Através desta defini¢do, fica entendido que a atuagéo das
enzimas ocorre dentro doa sistemas vivos (PEREIRA, 2014). Embora sejam
produzidas por varias espécies de animais, vegetais e micro-organismos. As enzimas
de fontes microbianas recebem uma particular atencéo, devido seu potencial aplicagdo
de nas industrias, principalmente nas de detergentes, 6leos e gorduras, fabricas de
laticinios industrias farmacéutica e de polpa e papéis (JAEGER, REETZ, 1998;
JAEGER, EGGERT, 2002., HONDE, KADEMI, LEBLANC, 2004., SINGH;
MUKHOPADHYAY, 2012., ANOBOM et al., 2014., SAXENA, 2015 KUMAR, MARIN-
NAVARRO, SHUKLA, 2016).

A utilizacdo de diferentes tipos de enzimas nas industrias, tem surgido como
uma das possibilidades de tornar os processos tecnoldgicos mais eficientes e com
elevados rendimentos. A utilizacdo de enzimas nos processos industriais apresenta
um grande potencial em razdo da sua alta especificidade e elevada eficiéncia
(HASAN., SHAH., HAMEED, 2006., NIGAN, 2013., LIMA et al., 2014). As enzimas
podem executar uma série de transformacdes quimicas de modo seletivo, rapido e
versatil, e ndo requerem altas temperaturas ou valores contrarios de pH para
execucdo das suas atividades enzimaticas (GONCALVES, 2007., SALUM et al., 2007.,
SILVA et al., 2014).
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O Brasil, importa a maior parte das enzimas que utiliza, embora apresente um
enorme potencial para produzi-las. Essa potencialidade é evidenciada pela grande
diversidade bioldgica existente, ainda pouco explorada, que serviria como fonte para a
obtencdo de novos organismos produtores de enzimas de interesse industrial e pela
abundéancia de matéria organica (residuos agricolas; a palha de arroz, o bagaco de
cana, etc) que constituiem substrato de baixo custo para a formulagdo de meios
econdmicos de producédo (BOM.,FERRARA.,CORVO, 2008., BARATO et al; 2011.,
RODRIGUES et al., 2014).

Enzimas de diferentes classes, principalmente as microbianas, sé&o
comercializadas no mercado mundial, sendo que as hidrolases representam a maior
fracdo das enzimas comercializadas, onde aproximadamente 95% dos processos
enzimaticos empregados atualmente as utilizam. No entanto, a tendéncia é a mudanca
nesse quadro de vendas, em funcdo da crescente demanda por enzimas passiveis de
aplicacbes em processos de biorremediacdo, tratamento de efluentes industrias,
guimica fina e na hidrolise de biomassa vegetal para producdo de biocombustiveis
(CARVALHO et al., 2008).

Segundo Henn (2002) as moléculas de enzimas contém uma fenda especial
denominada sitio ativo, que contém aminoacidos cujas cadeias laterais criam uma
superficie complementar ao substrato. Isso permite que as enzimas atuem na ruptura
de uma determinada ligacdo quimica. O sitio ativo liga-se ao substrato, formando um
complexo enzima-substrato que serd convertido a enzima e produto (Figura 1).
Qualquer que seja 0 mecanismo catalitico de uma reacdo, uma vez que as moléculas
de substrato tenham reagido, a enzima separa-se dos produtos, liberando a molécula
de enzima para novas reacdes. Portanto, as enzimas ndo sdo consumidas nas

reacdes que catalizam.

A aplicacdo de enzimas para remover contaminantes ambientais e industrias
tem sido estudada nos ultimos 20 anos. As reacfes realizadas utilizando técnicas
baseadas em enzimas sdo caracterizadas por alta eficiéncia e seletividades e séo
significativamente mais benignas para o meio ambiente quando comparadas aos
métodos puramente quimicos de remediacdo ambiental (SZATKOWSKI et al., 2011.,
TORRES, 2014).

A popularizacdo do uso de enzimas, esbarra no elevado custo das enzimas
comerciais, e depende da escolha de micro-organismos mais eficientes, de meios de

producdo menor custo ou de processos fermentativos mais adequados que, dessa
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forma, possibilitem aumentar a produtividade e o rendimento, minimizando os custos
do processo e ampliando a producéo (SANTOS, 2014., PENHA et al., 2015).

| Produto

E>

Figura 1. Agdo enzimética

Aenzima altera ligeiramente a sua
SUbSUa‘U forma a medida que o substrato se liga

Centro activo /

Substrato entrando no Complexo Complexo Produtos deixando o
centro activo da enzima  enzima/substrato enzima/produto centro activo da enzima

Fonte: http://www.estudopratico.com.br/enzimas-funcoes-e-classificacao/2013.

Assim novos estudos surgem com o intuito de aumentar a estabilidade
enzimédtica, visando a utilizagdo nos, mas diversos processos industriais/ambientais.
Dessa forma, as enzimas séo classificadas de acordo como tipo de reacdo:
Oxiredutases, Transferases, Hidrolases, Liases, Isomerases e Ligases (GUIMARAES
et al.,, 2010., TAVARES et al., 2012., BISATTO, 2012). A tabela 1 abaixo demonstra

que as reacdes catalisadoras citadas no texto.

1.3.3 LIPASES

As lipases (EC 3.1.1.3; triacilglicerolacil hidrolases) s&o enzimas que catalisam
a hidrolise de triacilglicer6is a acidos graxos e glicerol na interface entre as fases
aguosa e lipidica (JAEGER., EGGERT, 2012, BARROS,, et al. 2010., Barros, M. et al.,
2015).

As lipases (EC 3.1.1.3) s@o enzimas que ocupam um lugar de destaque entre
os biocatalisadores, e tém muitas aplicacbes, motivo esse que faz crescer
significativamente sua participagdo no mercado mundial de enzimas industriais.
(SAXENA et al., 2003., HASAN et al., 2006., FREIRE., CASTILHO, 2008., CAl et al.,
2009). (BARROS., FLEURI., MACEDO, 2010., GHASEMI et al., 2011., TAVARES et
al., 2011). Lipases provenientes de distintas fontes microbianas, normalmente

apresentam uma ampla faixa de propriedades dependentes da fonte produtora,

14
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relacionada ainda com a especificidade posicional, especificidade ao substrato,
estabilidade em solventes organicos, termo estabilidade, pH 6timo, etc (REINEHR et
al., 2014).

Tabela 1. Classificacdo das enzimas

Classificacéo Reacéo que catalisam Enzimas

Reag6es de Oxidoreducgéo.
Transferéncia de atomos de
Oxido-redutases O e H ou elétrons de um
substrato para o outro.

Hidrogenase; Oxidase;
Peroxidase; Hidroxilases;
Oxigenases.

Aminotransferases;
Acetiltransferase; Cinases;
Fosforilases;
Frutosiltransferase

Reacdes de transferéncia de
Transferases grupos especificos de um
composto para o outro.

Hidrolases Reacdes hidroliticas L||c_)ases,. Prote_ases,

Amilases; Pectinases.

Reacdes reversiveis, ndo

hidroliticas de remocéo de
grupos da molécula de

substrato.

Liases Descarboxilases; Aldolases

Reacéo de isomerizagéo
Isomerases transformam isémeros entre Glicose-isomerase.
si (cis e trans).

Reacédo de sintese de novos
Ligases compostos, derivados da Piruvato carboxilase
juncao de duas moléculas.

Fonte: SANTOS, 2012

As lipases quimicamente sdo denominadas carboxilesterases que hidrolisam
acilglicerois de cadeia longa, e dependendo das condicdes empregadas, também
catalisam diversas reagfes de sintese (esterificacdo, transesterificacdo, amindlise e
lactonizacéo). As lipases fungicas tém sido preferencialmente utilizadas, porque em
sua maioria, ndo sdo prejudiciais a salde humana e sao reconhecidas como GRAS
(Generally Regarded As Safe). (HOUDE., KADEMI., LEBLAC., 2004., TREICHEL et
al., 2010).

O vasto interesse pela producéo desta enzima esta associado diretamente a
ampla aplicagdo em indastrias dos mais diversos setores, como alimenticia,
farmacéutica, producao de biocombustiveis, bem como sua aplicacdo no tratamento e
remocdo da carga lipolitica em &guas residuais. Entretanto, o elevado custo das
lipases comerciais limita sua aplicacdo em tecnologias industriais e, por outro lado,

impulsiona estudos relacionados a producdo desta enzima por meio de micro-
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organismos viabilizando a reducdo dos custos do processo de producdo das lipases
(SBARDELOTTO et al., 2014).

Embora sejam produzidas por diversas origens (vegetais, animais e micro-
organismos) as lipases representam a classe mais utilizada de enzimas em aplicacfes
biotecnologicas (HANSAN., SHAH., HAMEED, 2006., MESSIAS et al., 2012).

O campo de aplicagcdo comercial mais importante para lipases hidroliticas é a
sua adicdo em detergentes, de uso doméstico e industrial. Por estimativa,
aproximadamente 1000 toneladas de lipases sao adicionadas em cerca de 13 bilhdes
de toneladas de detergentes produzidos a cada ano. Entretanto existem trés desafios
gue os produtores de lipases para detergentes precisam atender: a alta variacdo no
teor de triglicerideos de manchas de gordura, requerendo lipases com baixa
especificidade de substrato, (2) lavagem em condi¢fes altas (com valores de pH de 10
a 11 e temperatura de 30 °C a 60°C) exigindo maior estabilidade da enzima, e (3)
efeitos da desnaturacdo quimica e degradacao proteolitica causada pelos aditivos do
detergente, tais como o surfactantes e proteases. Solugdes para estes problemas séo
estudadas analisando as propriedades das lipases pela engenharia de proteinas
(JAEERG., REETZ, 1998.,COLLA et al., 2012., TOMBINI, 2015).

Essas enzimas atuam preferencialmente na degradacdo de cadeias de &cidos
graxos de tamanhos diferentes, alterando o produto de modo consideravel. A
producdo de aromas em produtos lacteos é acelerada quando ha a formagéo de
acidos graxos livres, peptideos sollveis e aminoacidos durante a maturacdo do
produto. Logo as lipases tém sido utilizadas para a producdo de aromas (SAID;
PIETRO, 2004, SILVA et al., 2014).

1.3.4 FERMENTACAO SUBMERSA

A fermentacé@o submersa € o processo mais utilizado na produgdo comercial de
enzimas. Os processos submersos séo aqueles em que 0 micro-organismo, ou outras
células desenvolve-se em meio de cultura com o excesso de agua sob agitagdo. As
fermentagBes sdo conduzidas em mesas agitadoras e aeradas mecanicamente, com
volumes que podem chegar a 1000 m? (KIRK., BORCHET., FUGLASNG, 2002.,
FAHEIRA JUNIOR, 2012).

As 6timas condicdes para a producédo de lipases em meio submerso tem sido
alvo de muitas pesquisas. Os fatores que influenciam a producédo de lipases pelos

micro-organismos, sdo fonte de carbono, fonte de nitrogénio, temperatura, pH,
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concentracdo de sais inorganicos, concentracdo de oxigénio dissolvido e velocidade
de agitacdo (SILVA., LIMA., PINOTTI, 2014).

A formulagdo meio de cultivo e/ou os diferentes micro-organismos produtores
podem influenciar diretamente no processo de producao enzimatica principalmente se
for intra e extra celular. As enzimas que sdo produzidas intracelularmente vém
despertando interesse, principalmente, devido a sua estabilidade e seu mais alto grau
de pureza. E ainda possivel imobilizar as células de micro-organismos inteiras obtendo
assim maiores rendimentos, maior estabilidade operacional e custos mais baixos
(SILVA et. al., 2009., WOLSKI, 2008., SILVA, LIMA, PINOTTI, 2014).

A produgdo de lipases microbianas tem sido realizada principalmente por
fermentacdo submersa (FSM), devido a producdo esta associada diretamente ao
crescimento microbiano e consequentemente, as variagdes da composi¢do do meio de
producdo e as condi¢Bes de cultivo (SANCHEZ, DEMAIN, 2002; GEISSELER et al.,
2010; NIAZ, et al.,, 2014; WACKETT, 2015; COLLA et al.,, 2016). Estas enzimas
também podem ser produzidas por fermentacdo em estado sélido (FES), no qual sédo
utilizados substratos insoliveis com baixas percentagens de é&gua em sua
composi¢do, atuando como fontes de diversos nutrientes e como suporte fisiolégico
(PANDEY, 2000., PALACIOS, BUSTO, ORTEGA, 2014).

A figura 2 descreve de forma simplificada a producdo de enzimas por um

micro-organismos.

Figura 2. Fluxograma simplificado da producéo de enzimas microbianas utilizando o
processo de fermentagcdo submersa.

Microrganismo crescido
em frascos sob agitacéo

“»[ Preparo de pré-inoculo ]

[ Preparc e esterilizasso do | 3 Pré-indculo+
l meio de cultive especifico | meio de cultivo R
FERMENTACAO

l concentracao I Processos ajusante

J da fermentacao

[ acabamento I

Processos a montante
da fermentacédo

Fonte: Adaptado de Sant'/Anna Junior (2001).

A producdo da lipase tem sido estudada na fermentacdo submersa por ser
muito utilizada na producao de enzimas microbianas, contendo residuos industriais e

outros substratos. No entanto, sua otimizagédo é de grande importancia para viabilizar
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o desenvolvimento de tecnologia em paises importadores. O uso de substratos de
baixo custo, como residuos industriais, tem sido uma alternativa para reduzir os custos
de producdo (PANDEY, SOCCOL, MITCHELL, 2000., LADEIRA et al., 2010,
MUKHTAR, HAQ, 2013., BUENROSTRO-FIGUEROA et al., 2014).

1.3.5 FUNGOS FILAMENTOSOS PRODUTORES DE LIPASE

A utilizacdo de enzimas em processos industriais e laboratoriais ganhou énfase
em meados do século passado, sendo hoje alvo de intensos estudos em varios ramos.
Os procedimentos a serem estudados consistem em producdo e selecdo de fungos,
cuja capacidade para producdo da enzima lipase sejam satisfatérias (MONTEIRO,
SILVA, 2009., CARMINATI, PIN, MARTINS, 2014).

Os fungos filamentosos secretam uma grande variedade de enzimas no
ambiente para auxiliar sua nutricdo, o que os tornam capazes de decompor Varios
materiais naturais, refinados ou processados (AGUIAR, 2010., FARIAS et. al., 2015).

E verificado na literatura que uma grande variedade de micro-organismos,
principalmente os fungos filamentosos sao descritos como bons produtores de lipase,
pois habitam em ambientes ambientais extremos e suportam com facilidade as
diversas mudancas de pH e de temperatura dependendo dos parédmetros reacionais
utilizados e das diferentes especificidades encontradas (SUSEELA LANKA, et. al.,
2015).

As lipases microbianas, apresentam um elevado potencial em aplicacbes
comerciais devido sua estabilidade, seletividade e larga especificidade por substratos,
podendo atingir uma atividade maxima em pH na faixa de 6 e 8 (DALMAU et al., 2000.,
LIMA et al., 2003., ACIKEL, ERAN, ACIKEL, 2010., QIN, et al., 2014). Com relacdo a
estabilidade o pH, os protocolos experimentais variam com o tempo e as condi¢des de
incubacdo adotados podem ser determinadas e detectadas por diferentes
metodologias (BEISSON et al., 2000; HASAN, SHAH, HAMEED, 2009; ABD-
ELHAKEEM, ELSAYED, ALKHULAQI, 2013., ULKER et al., 2016).

A literatura reporta que uma variedade de micro-organismo é capaz de produzir
enzimas, através da fermentacdo, em condi¢cdes experimentais definidas. Entretanto, a
guantidade de enzima produzida, na maioria dos casos somado ao custo associado ao
meio de cultivo inviabilizava a transposicdo do processo para a escala industrial.
Dessa forma, a identificacdo de micro-organismos que produzam grandes quantidades
de enzimas, a busca por meio de cultivo de baixo custo, torna-se oportuna para

aperfeicoar a producdo industrial de enzimas de interesse biotecnol6gico gerando
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economia no processo produtivo (OLIVEIRA et al., 2007, JESUS et al., 2013, LIMA
2014).

1.3.6 GENERO CUNNINGHAMELLA

Os fungos filamentosos sdo micro-organismos que se destacam devido a sua
grande facilidade de cultivo e por secretarem uma grande quantidade de enzimas
diretamente nos meios de producdo, ndo sendo necessdria, assim, a ruptura celular
para sua liberacdo. Adicionalmente, apresentam elevados niveis de producdo
enzimaticos, com elevado potencial para indmeras aplicacBes industriais.
(FENSELAU, DEMIREV, 2001; HONG et al.,, 2005., RODRIGUES et al., 2011.,
NASCIMENTO et al., 2014., SILVA et al., 2015).

Entre os fungos dessa classe encontram-se os do género Cunninghamella que
pertencem a ordem Mucorales e foram primeiramente descritos em 1903 como fungos
filamentosos (FRANCO, 2005). Os principais representantes sdo Cunninghamella
elegans, Cunninghamella echinulata, Cunninghamella bertholetiae
(ALEXOPOULOS,1996., ANDRADE et al., 2015).

Os fungos da Ordem Mucorales se destacam como produtores de compostos
em processos biotecnol6gicos industriais como: enzimas, vitaminas, acidos organicos,
acidos graxos, antibiéticos, conservantes dentre outros. Temos como exemplo a
Chonephora, Mycotipha, Cunningamella, Mortierella, Syncephalastrum e Radiomyces,
que compreende exemplares de géneros de grande interesse econbmico, pois esses
fungos sao utilizados pelas indUstrias por sintetizarem produtos industriais importantes
como acidos, etanol e enzimas. Outros ainda capazes de produzirem precursores de
corticoides, como por exemplo o hormdnio cortisona. Esse potencial econémico-
industrial significativo € devido a sua capacidade em resistir a variadas condi¢cfes
ambientais, referentes a sua atividade fisiol6gica, bioquimica e genética (DUBE, 1978.,
TOMBS, 1982., GRIFFIN, 1994., ALEXOPOULOS et al., 1996., CARLILE, 1996.,
PUTZKE et al.,2004).

O género Cunninghamella contém espécies de importancia na micologia
médica e em processos biotecnolégicos. Cunninghamella € um fungo filamentoso
encontrado em solo e de material vegetal, particularmente em Mediterraneo e zonas
subtropicais. Também foi recuperado a partir de material de animal, queijo e castanha
do Brasil (LARONE; 1995; S-T GERMAIN, SUMMERBELL., 1996., SUTTON et al.,
1998., ASHA VIDYAVATHI., 2009).
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Os fungos filamentosos da ordem Mucorales, como Mortierella sp.,
Cunninghamella echinulata, Mucor rouxii, Mucor circinelloides, Mucor hiemalis, s&o
mais profundamente estudados para a producao de acidos graxos poliinsaturados.

A Cunninghamela caracteriza-se por hifas hialinas septadas (zigomicetes) e
pela producdo de sporangioforo caracteristico do género. O sporangioforo termina

numa vesicula globosa ou piriforme que da origem a sporangiola globosa ou ovoide
(figura3).

Figura 3. Morfologia do fungo Cunninghamella.

ESPORANGIO

COLUMELA

ESPORANGIOFORO

Esporangisfore

Fonte: http://pt.slideshare.net/gildocrispim/aula-11-fungos/2015.

O solo é considerado um dos principais habitats para populacdo e
microorganismos com potencial biotecnoldgico e dentre estes, encontram-se os fungos
da classe Zygomicetes, com destaque para os da ordem Mucolares do género
Cunninghamella (ANDRADE et al., 2015).

Fungos oleaginosos sdo muitas vezes apreciados na producdo de oleo de
célula unica, rico em acidos graxos, quer na fermentacdo submersa ou em sistemas
de fermentagdo em estado sélido. A economia destes bioprocessos, se tornar mais
favoravel quando substratos sdo utilizados como fontes de carbono ou nitrogénio
(AGGELIS et al., 1995., CERTIK et al.,1993).

Os fungos foram agrupados em um Unico reino, Reino Fungi, por Whittaker em
1969, onde se procurou reunir todos os fungos com caracteristicas tipicas, que agrupa
os fungos com base em estudos de biologia molecular. O género Cunninghamella
contém atualmente 14 espécies, destacadas a seguir na tabela 2 (UNIPROT
CONSORTIUM, 2010., ZHENG., CHEN, 2001., ASHA., VIDYAVATHI, 2009.,
LUSTOSA, 2011).
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Tabela 2. Género e espécie do fungo Cunninghamella

GENERO

ESPECIE

Cunninghamella
Cunninghamella
Cunninghamella
Cunninghamella
Cunninghamella
Cunninghamella
Cunninghamella
Cunninghamella
Cunninghamella
Cunninghamella

Cunninghamella

bainieri,
bertholletiae
binariae
blakesleeana
clavata
echinulata
elegans
homothallica

intermedia

multiverticillata

phaeospora
Cunninghamella

polymorpha
Cunninghamella septate
Cunninghamella vesiculosa.

1.3.6.1 Cunninghamella echinulata

Cunninghamella echinulata, € conhecida por acumularem altas concentracdes
do &cido gama linolénico um acido graxo essencial havendo varios papéis importantes,
dentre eles, a formacdo de prostaglandina. Seu uso € indicado no tratamento de
tensdo pré-menstrual, osteoporose, processos inflamatérios e na pressdo sanguinea
alta (SHAW, 1965., KENNEDY, 1993., WYNN et al.,, 2001., SILVA et al., 2003.,
AHMED et al.,2006., JEENNOR et al., 2006., CERTIK et al., 2006).

A capacidade oxidante e redutiva de micro-organismos, especialmente fungos,
€ bem conhecida ha muito tempo e séo utilizadas em reagcfes preparativas. Entre os
fungos da espécie Cunninghamella tém a capacidade de metabolizar uma ampla
variedade de xenobidticos de forma semelhante aos sistemas de enzimas de
mamiferos ( KEUM, LEE, KIM, 2012., AMADIO, MURPHY, 2012., ZHANG et al.,
2012).

21
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Figura 4. Cunninghamella echinulata

Fonte: SILVA. N. R. A, 2014
A — Morfologia do género Cunninghamella echinulata.
B — Cunninghamella echinulata inoculada no meio sabouraud.

O crescimento da colénia tem uma aparéncia aveludada com uma coloragéo
branca, como o contrario da coldnia. A microscopia apresentou hifas sem septo,
muitas vesiculas e espordforos simples e curtos; suas caracteristicas podem

ser observadas na (figura 4 A, B).
1.3.7 CAATINGA

A regido semi-arida apresenta grande parte da sua extensdo
(aproximadamente 980.133,08 km?2) recoberta pelo bioma Caatinga, com abrangéncia
de 734.478 kmz2, o qual apresenta como caracteristica principal a ocorréncia de déficit
hidrico (Medeiros, et al., 2012., IBGE, 2013., Silva, et al., 2013). Este é decorrente de
uma série de fatores, dentre os quais pode se destacar a precipitacdo pluvial baixa
que oscila entre 200 e 800 mm/ano com volume mau distribuidos no espaco e no
tempo. A baixa precipitacdo quando associada a elevados indices de radiacdo e
temperaturas resultam em uma demanda evaporativa alta, provocando estresse
hidrico nas plantas, vindo a ser potencialmente agravado pelas mudancas nos
padrdes atmosféricos de larga escala (Souza et al., 2015). O bioma Caatinga destaca-
se por apresentar espécies apenas encontradas aqui no Brasil e com caracteristicas

Unicas de tolerancia ao estresse hidrico. Apesar disso, ainda € pouco estudado e ja foi
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intensamente modificado (Casteletti et al., 2004., Souza et al., 2015., BORGES et.,
2016).

Figura 5. Caatinga de Pernambuco

Fonte: MELLO, 2015.

A Caatinga é a mais importante regido natural do Nordeste brasileiro, ocupando
aproximadamente 11% do territério nacional, com um enorme potencial para
conservagdo de servicos ambientais, uso sustentavel de recursos e bioprospeccéo
(BRASIL 2013., AMORIM et al., 2016).

Caracterizada como o Unico bioma com dominio exclusivo do Brasil, a Caatinga
cobre grande parte da area do semi-arido, e esta localizada na regido Nordeste do
pais, e em parte do estado de Minas Gerais. O bioma possui a maior area
remanescente de floresta tropical seca do mundo (MILES, 2006). A vegetacdo é
constituida de estrato arbdreo e arbustivo caducifélio, em coexisténcia com estrato
herbaceo notadamente sazonal (SA et al., 2004., GONZALEZ, 2015).

O solo armazena organismos Vivos e proporciona altas taxas metabdlicas que
ocorrem em seu interior, por existirem raizes e a presenca de decomposi¢do da
matéria organica. E nesta regido, a rizosfera, onde existe uma maior atividade
microbiana, em razdo da presenca de exsudatos e secrecdes radiculares, que
representam a maior parte do carbono disponivel para os micro-organismos. Sem a
influéncia das raizes e da atividade da biota que funcionam de forma simbidtica, o solo
pode ser considerado oligotréfico ou relativamente pobre em fontes de carbono
disponiveis (ARAUJO, MONTEIRO, 2007., BARROS, 2012.,PLANTE, STONE,
MCGILL, 2014).
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1.3.8 RESIDUOS AGROINDUSTRIAS

A utilizacdo de substratos agroindustriais na formulacdo de meios de producéo
de substéncias bioativas produzidas por micro-organismos tem sido uma das
alternativas mais utilizadas nos ultimos anos, devido a possibilidade de reducdo dos
custos e de diversas substancias bioativas (DAMASO et al., 2008; CHANDEL et al.,
2012; SALIHU et al., 2012; MALDONADO, MACEDO, RODRIGUES, 201., VATS,
2015., DAS MERCES PENHA, et al., 2016). Esses residuos apresentam além de uma
elevada quantidade de matéria organica, servem como fontes de proteinas, 6leos
essenciais, sdo passiveis de recuperagdo e aproveitamento, além de reduzirem o
preco final da composicdo do meio de producdo. A utilizagdo adequada destes
residuos ajudam a minimizar problemas ambientais e energéticos, além disso, podem
gerar bioprodutos com relevantes aplicagbes nas diversas areas industriais e
ambientais (MARQUES et al., 2014., ADIO et al., 2015., ELAIN et al., 2016).

Os processos industriais, no geral, além do produto de interesse, geram
mdaltiplas saidas de outros materiais em forma de residuos e emissdes nao
incorporadas no produto final que geralmente sdo aceitas como efeito normal no
processo de fabricagdo. Nos Ultimos anos tem se intensificado o aproveitamento de
residuos agroindustriais, e uma das formas de agregar-lhes valor é submeté-los a
processos fermentativos para obtencdo de produtos de maior valor agregado e ao
mesmo tempo minimizar o seu despejo no meio ambiente. A producédo de enzimas a
partir de processos fermentativos tem sido vista como uma saida possivelmente

sustentavel para os residuos agroindustriais (MELO et al., 2014).

A geragdo de residuos na industria € um problema crescente, sendo que
muitos deles ndo possuem destinacdo adequada. Alguns desses residuos possuem
potencial para ser reutilizados em outros processos, a exemplo da producéo de lipase,
através de micro-organismos utilizando meios contendo residuos agroindustriais
(ORTENZIO et al., 2015).

A crescente preocupacdo com O meio ambiente vem mobilizando varios
segmentos do mercado. Inimeros 6rgdos governamentais e industrias estdo se
preparando para aplicar uma politica ambiental que diminua os impactos negativos a
natureza. O residuo industrial, depois de gerado, necessita de destino adequado, pois,
além de criar potenciais problemas ambientais, os residuos representam perdas de
matérias-primas e energia, exigindo investimentos significativos em tratamentos para
controlar a polui¢cdo. A industria de alimentos produz uma série de residuos de alto

valor de reutilizac&o (Pelizer, Pontieri, Moraes, 2007).
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1.3.8.1 OLEOS VEGETAIS RESIDUAIS

Segundo a empresa alema especialista em oleaginosas denominada Oil World,
no Brasil h4 uma producgdo anual de nove milhdes de litros de 6leo vegetal. Desses
nove milhdes 1/3 é aplicado em 6leos comestiveis. Avalia-se que sejam consumidos
anualmente no pais 20 litros de 6leo por pessoa, sendo ndo mais que 1% coletado e
descartado de forma correta, o restante é destinado a rios e lagos degradando o meio
ambiente (FARIA et al., 2007; MOURA et al., 2015).

O oleo comestivel utilizado diariamente em residéncias, industrias de alimentos
e comercios € uma substancia insolivel em agua e causa danos ambientais quando
descartado diretamente no solo e nas redes de esgoto. Como o 6leo apresenta menor
densidade que a agua, ele permanece na superficie do liquido, criando uma barreira
que dificulta a entrada da luz e oxigénio, comprometendo a base da cadeia alimentar
aguatica, além de causar entupimento e transtornos no funcionamento das redes de
esgoto. Quando em contato com o solo, ocasiona impermeabilidade, dificultando o
escoamento das aguas das chuvas e 0 acesso aos nutrientes necessarios para a
fauna e flora ali presentes (WILDNER, HILLING, 2012., THODE FILHO et al., 2013). A
reparacdo deste solo para torna-lo novamente fértil e apto para cultivo € um processo
oneroso e dificil (WILDNER, HILLING, 2012., COSTA et al., 2015).

Existem dois diferentes processos de frituras de imersdo, o continuo e
descontinuo. No continuo o 6leo € aquecido diversas vezes, ou seja, ele é resfriado e
reaquecido. No descontinuo ocorre 0 aguecimento continuo, para uma fritura Unica
(OSAWA, GONCALVES, MENDES, 2010., FREIRE, MANCINI-FILHO, FERREIRA,
2013). No processo de fritura continua, acontece a reagdo de hidrolise com a
formacao de acidos graxos livres que alteram as caracteristicas sensoriais do produto
e diminuem o ponto de fumaca do Oleo/gordura de fritura. No processo de fritura
descontinua, ocorrem reacdes de oxidacdo, hidrélise e polimerizagdo, produzindo
moléculas complexas e compostos volateis, como a acroleina (responsavel por um
aroma desagradavel no ambiente). Nesse estagio, hd o aumento do ponto de fumaca
e tais reagbes diminuem a eficiéncia e o carater "nutricional” do 6leo (EDER, 1999.,
TAVARES et al., 2007).

O oleo empregado repetidas vezes em frituras sofre deterioragéo répida, pela
elevada temperatura do procedimento, tendo como efeito a alteracdo de suas
caracteristicas fisicas e quimicas. O 0leo se torna denso, grosso, tem sua acidez
acrescida e desenvolve aroma desagradavel, usualmente chamado de ranco,

BN

passando a categoria de exaurido, quando, entdo, ndo mais se presta para novas
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frituras, em funcéo de atribuir sabor e aroma desagradaveis aos alimentos, em virtude
de contrair caracteristicas quimicas comprovadamente prejudiciais a saude (REIS et
al., 2007., WEYER, 2015).

O Odleo utilizado demora catorze anos para ser absorvido pela natureza, e
acarreta diversos danos quando é descartado incorretamente. A figura 6 representa o
destino inadequado desse e alguns prejuizos que pode acarretar (FARIA et al., 2007,
MOURA et al., 2015).

Figura 6. Biocoleta

ra contamina cerca
> 20 mil Litros d’agua

Estima-se que os custos
relacionados ao desentopimento
destas galerias representem até 45% dos

custos de saneamento bdsico

Fonte: Biocoleta. 2012

1.3.8.2 RESIDUO DE SORVETE

O sorvete é considerado um gelado comestivel constituido basicamente por
compostos estruturais: células de ar, cristais de gelo, goticulas de gordura e uma fase
aguosa, na qual os polissacarideos, proteinas, lactose, sais minerais, corantes e
aromas sao dispersos. (BAHRAMPARVAR, TEHRANI, RAZAVI, 2013., SILVA et al.,
2014., WARREN, HARTEL, 2014., PASSOS et al., 2016).

A legislacdo brasileira define o sorvete como um gelado comestivel, sendo
esse um produto alimenticio obtido a partir de uma emulsdo de gorduras e proteinas,
com ou sem adicao de outros ingredientes e substancias, ou de uma mistura de agua,
aclcares e outros ingredientes e substancias que tenham sido submetidas ao

congelamento, em condi¢des tais, que garantam a conservacdo do produto no estado
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congelado ou parcialmente congelado, durante a armazenagem, o transporte e a
entrega ao consumo (ANVISA, 1999).

O sorvete é uma das guloseimas preferidas das criancas e adultos,
principalmente nos dias mais quentes do ano. O que talvez n&o seja do conhecimento
de todos é que o popular doce também € um alimento nutritivo e que desde 2002
ganhou uma data especial no calendario, 23 de setembro, inicio da Primavera € o Dia
do Sorvete. A data, instituida pela Associacdo Brasileira das Industrias de Sorvete —
ABIS, é comemorada justamente para marcar o inicio das temperaturas mais quentes
do ano no pais, época que normalmente é acentuado o consumo de sorvetes (MAIA,
PFULLER, 2015).

Figura 7. Residuo de sorvete

Fonte: Préprio Autor

1.3.8.2.1 Composigao nutricional

Do ponto de vista nutricional, o sorvete € um alimento quase completo, pois
contém proteinas, acucares, gordura vegetal e/ou animal, vitaminas A, B1, B2, B6, C,
D, K, célcio, fésforo e outros minerais essenciais numa nutricdo balanceada. E um
complemento alimentar de alto valor nutritivo, sem ser excessivamente caldrico.
Comparativamente, vale dizer que 100g de sorvete de creme tém 186 calorias,
enquanto a mesma quantidade de pé&o francés tem 269 calorias (ESTANISLAU, 2006.,
MAIA, PFULLER, 2015).
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1.3.8.2.2 Composicao residual do sorvete

A gordura é o ingrediente mais importante no sorvete e normalmente constitui
entre 28 e 38% dos sdlidos totais na mistura, dependendo da formulacdo. A funcao da
gordura na formulagdo de sorvetes é a de contribuir para o desenvolvimento de uma
textura suave, melhorar o corpo do produto e aumentar a resisténcia a fusdo
(PEREDA, 2005., XAVIER, 2009).

Os principais acidos graxos encontrados em todos os chocolates e nos
produtos contendo chocolate sdo o palmitico, esteérico, oleico e linoleico (SUZUKI,
2009., TAVARES, 2011).

Dos é&cidos graxos monoinsaturados, destaca-se o &cido oleico (18:1n-9), com
gquantidades que variam de 500,00 (light) a 2120,00 (normal) mg/100g de sorvete. As
guantidades de acidos graxos polinsaturados variaram de 40,00 mg (light) a 450,00
mg (normal), tendo como destaque para acido linoléico (18:2n-6) (SUZUKI, 2009.,
TAVARES, 2011).
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Producao de lipase por Cunninghamella echinulata
(UCP 1308) por fermentacao submersa em diferentes
meios de cultura

Paloma S. Cruz de Sales ; Felipe André Pereira da Cunha Amaral; Taina
Crisia de Souza Fonseca; Carlos Alberto Alves da Silva

Universidade Catdlica de Pernambuco, Coordenacdo Geral de Pés -Graduacgao,
Mestrado em Desenvolvimento de Processos Ambientais,50050-900 Recife, PE,
Brasil

Resumo

As lipases sdo enzimas capazes de realizar a hidrdlise de acidos graxos, o que é
muito importante nas industrias. Podem ser produzidas por animais, vegetais e
micro-organismos. Varias maneiras de cultivo desta enzima tém sido
desenvolvidas, modificando os tipos de micro-organismos produtores, tipos de
substrato e processos de fermentacdo. Dentre os fungos capazes de produzir lipase,
a Cunninghamella echinulata se destaca por se desenvolver e produzir a enzima em
condicdes adversas. Frequentemente, uma das formas de aproveitamento de
residuos agroindustriais tem sido a producdo dessa enzima que é de interesse
industrial, seja para baixar os custos de producdo, seja para dar utilidade a tais
rejeitos. Neste trabalho foi estudada a producdo de lipases a partir de cepas do
fungo Cunninghamella echinulata, utilizando 4 meios diferentes para producdao de
lipase, usando as amostras, denominadas UCP 060, UCP 1299, UCP 1308 isoladas
da Caatinga de Pernambuco. Os ensaios de produgao ocorreram a 150 rpm, 289°C,
durante 168 h. Os resultados evidenciaram que o melhor meio testado foi o meio 4,
com a amostra UCP 1308, com uma producdo de 5,84 U/mL de lipase.

Palavras-chave: Lipase. Enzimas microbianas. Cunninghamella echinulata

43

Introducao

Enzimas microbianas sdao muitas vezes mais Uteis do que as enzimas
derivadas de plantas ou animais por causa da grande variedade de atividades
cataliticas disponiveis, os rendimentos elevados, facilidade de manipulagao
genética, e rapido crescimento de micro-organismos em meios baratos. Enzimas
microbianas também sdo mais estdveis do que as suas enzimas de plantas e
animais e a sua producdo é mais conveniente e mais segura (SILVA, IZABELI,
GUSMAO, 2014, MESSIAS et al ., 1999).
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Enzimas lipoliticas provenientes de micro-organismos apresentam um
grande valor para aplicagdo biotecnoldgica, devido principalmente a versatilidade
de suas propriedades e facilidade de producdo em grande escala, sendo um dos
grupos mais utilizados no setor industrial (MILETIC et al ., 2012). Entretanto, do
ponto de vista de aplicacdo industrial, as lipases na forma livre ndo podem ser
reutilizadas, ndo sendo economicamente vidveis em alguns processos devido a
necessidade de grandes quantidades de enzima (SOUZA et al., 2015).

As lipases (EC 3.1.1.3) sdo um grupo heterogéneo de proteinas
encontradas em inUmeras espécies de plantas, micro-organismos e animais, sendo
descritas como triacilglicerol lipase. Atuam diretamente sobre ligagbes ésteres das
carboxilas dos triglicerideos, hidrolisando principalmente os de cadeia longa (cadeia
acila com mais de 10 atomos de carbono) liberando &cidos graxos e glicerol
(BHUTANI et al ., 2015, MESSIAS et al ., 1999).

As lipases (EC 3.1.1.3) constituem o mais importante grupo de
biocatalisadores para aplicagdes biotecnoldgicas (BENJAMIN, PANDEY, 1998) . As
lipases tém sido isoladas a partir de muitas espécies de plantas, animais, bactérias,
fungos e leveduras. As enzimas de microbianas sao utilizadas em diversas
indUstrias, tais como induUstrias de laticinios, alimentos, detergentes, téxteis,
farmacéuticas, de cosméticos e de biodiesel, e na sintese de produtos quimicos
finos, agroquimicos e novos materiais poliméricos (SANDOVAL, MARTY, 2007.,
JAEGER, EGGERT, 2002). A investigacdo sobre as lipases microbianas tem
aumentado devido ao seu grande potencial comercial (SAXENA, 1999., HASAN,
SHAH, HAMEED, 2006).

Cunninghamella é um dos fungos mais comuns dentro da Ordem
Mucorales. As espécies deste género sdao geralmente encontradas no solo, exibem
colénias com rapido crescimento, com coloracdo que varia entre branco e cinza,
esporangioforos eretos, ramificados e a extremidade de cada ramificacdo forma
vesiculas piriformes ou globosas com diversos esporangiolos. Micélio ndo septado
quando jovem, torna-se septado com a idade da cultura (ALEXOPOULOS, MIMS,
1996., LOPES, VEIGA, MORAES, 2015). O trabalho realizado teve como objetivos a
selecdo de amostras de Cunninghamella echinulata produtoras de lipase em meio
sdlido e a producdo da enzima por fermentacdao submersa em diferentes meios de
producao.

Material e Métodos
Micro-organismos

Foram utilizados 3 amostras de fungos filamentosos do género Cunninghamella
echinulata, isolados da caatinga de Pernambuco denominados de UCP 060, UCP
1299, UCP 1308, previamente catalogadas no Banco de culturas da Universidade
Catolica de Pernambuco (unicap), localizado no Nucleo de Pesquisas em ciéncias
Ambientais e Biotecnologia (NPCIAMB). As culturas foram mantidas no meio Agar
Saboroud Dextrose (ASD) suplementado com azeite de oliva @ 0,1% a temperatura
de 28°C, com a seguinte composicao: dextrose (40g/L), peptona (10g/L), Agar
(20g/L), agua destilada 1000m/L pH 5,5. Durante 96 horas, 28°C.

Selecdo de amostras produtoras de lipase em meio solido

Para a deteccdo da enzima lipase em meio soélido, foi utilizada a metodologia de
Hankin e Anagnostakis (1975), usando o meio para a deteccdao da atividade
lipolitica (g/L): Glicose(40g); Peptona(10g); Agar(20g); Tween 20(10mL); pH 5,5.
O meio de cultura foi distribuido em placas de Petri e apds a solidificacao foi feito
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um furo no centro das placas, cujo diametro foi de 0,8cm. Foram preparados
suspensbes espdricas das trés amostras de Cunninghamella echinulata
denominadas (SIS 37, 40 e UCP 12136) e inoculados 100uL nos pocos. As placas
foram incubadas em diferentes temperaturas (28°C, 37°C, 45°C) durante 96 horas
com acompanhamento didrio. Todos o0s experimentos foram realizados em
triplicata. A formacdo de halo caracteristico ao redor do crescimento da colonia
evidenciava a producdo de lipase.

Pré inoculo

A contagem do numero de esporangiolos/mL em suspensdo foi realizada em
cAmara de Neubauer. 25mL da suspensdo espdrica na concentragdo de 107 U/mL
foi inoculado em meio caldo Sabouraud.

Meios de producao
Foram utilizados 4 meios de producdo de lipase, com diferentes composicoes:

Meio 1 (g/L): Glicose (1,0), extrato de levedura (0,5), peptona (2,0), NaNO3
(0,1), KH2PO4 (0,1), MgS04.7H20 (0,05), dleo de oliva (1,0), pH 6,5;

Meio 2 (g/L): Oleo de oliva (0,30), peptona (70), NaNO3 (1,0), KH2PO4 (1,0),
MgS04.7H20 (0,05), pH 7,0;

Meio 3 (g/L): Peptona (1,0), Nacl (0,5), CaCl2 2H20 (0,1), Tween 20 (1,0), pH
6,0;

Meio 4 (g/L): Glicose (0,1), MgS04.7H20 (0,2), K2HPO4 (0,7), extrato de
levedura(0,4), dleo de oliva (0,20), pH 6,5;

A producao de lipase foi realizada em agitador orbital utilizando Erlenmeyers de
250 mL, com volume util de 125 mL (% p:v), 150 rpm 37° C, durante 144 h, com
acompanhamento a casa 24 h. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

Determinagdo da biomassa microbiana

A biomassa foi determinada apds o termino dos ensaios dos meios de produgao. A
massa miceial foi filtrada em papel filtro e o material retido foi transferido para
frascos previamente etiquetados e pesados. Em seguida os frascos foram
destinados ao liofilizador para posterior quantificacao da biomassa. O sobrenadante
denominado extrato enzimatico foi utilizado para a determinacdo do pH e para a
atividade enzimatica.

Determinacgao do pH

Todas as amostras coletadas oram submetidas ao processo de leituras no
potenciometro para determinacao do pH.

Detecgdo enzimatica

A atividade enzimatica foi determinada através da metodologia descrita por
SOARES et al. (1999). Foi preparada uma reacao contendo 5 mL de uma emulsao
(azeite de oliva 100mL + goma arabica 7%), mais 2 mL de tampao fosfato (0,1M),
com pH 8,0 e 1 mL da amostra fermentada. A mistura foi colocada sob agitacao de
82 rpm, a 37°C de temperatura durante 10 minutos.

A reacdo foi paralisada através da adigcdo de 10 mL de uma mistura acetona-etanol-
agua (1:1:1), onde foram liberados os acidos graxos livres presentes na mistura. A
mistura foi titulada com uma solucdo de KOH (0,4M) na presenca do indicador
fenolftaleina. Atividade enzimatica foi determinada através da seguinte relacdo:
uma unidade da atividade lipolitica (U/mL) sera definida como a quantidade da
enzima bruta que liberou 1 p/mL de acido graxo por minuto. Os resultados obtidos
foram calculados através da seguinte equacéo:
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AE (U/mL) = (Va-Vb) x N x 1000

t x Vc

Onde:

AE é a atividade lipolitica (U/mL); Va é o volume da amostra titulada (mL); Vb é o
volume da amostra utilizado na reacao, branco (mL); N é a molaridade da solucdo de
KOH (N); t é o tempo de reacdo em minutos, Vc é o volume da amostra utilizada na
reacdo (mL).

Resultados e Discussao

Screnning enzimatico de Cunninghamella echinulata produtora de lipase em
meio solido. Na tabela 1 encontram-se resultados obtidos nos ensaios de deteccao
da atividade enzimatica em meio solido. Verifica-se que nas temperaturas testadas
de 45°C ndo foram detectados presenca de halos caracteristicos da enzima testada.

Tabela 1- Ensaio de deteccao da atividade lipolitica em meio sélido utilizando diferentes
amostras de Cunninghamella echinulata.

SAMPLES TEMP. pH 5.0 pH 6.0 pH 7.0
28°C 1.5cm 3.0cm 2.0cm

UCP 1299 37°C 2.0cm 3.5cm 3.0 cm
45°C _ _ _
28°C 4.5 cm 4.0 cm 3.5cm

UCP 1308 37°C 2.0cm 2.2cm 3.0cm
45°C _ _ _
28°C 1.5cm 1.5cm 1.0cm

UCP 060 37°C 1.6 cm 2.0 cm 1.2 cm
45°C

(-) Nao detectado a presenga da enzima testada.

Para a temperatura de 37°c e pH 5.0, 6.0 e 7.0 verifica-se que foram
detectados formacao de halo entre 1,2 e 3,0 cm nas 3 amostras testadas.

O melhor resultado obtido foi com a amostra denominada de UCP 1308 com
a temperatura de 28°C e pH 5.0, onde apresentou o maior halo com o valor de 4,5
cm.

PAPAGIANNI, 2014., ABDEL-AAL et al.,(2016) realizaram experimentos
envolvendo a producdo de lipase utilizando residuos alternativos e comprovaram
que a faixa ideal de pH para producdo da enzima esta na faixa de entre 4,0- 7,0.

A producao de lipases por micro-organismos pode ser influenciada
diretamente por diferentes fatores, como fonte de carbono, concentracdo de
oxigénio dissolvido, temperatura e pH do meio, e condicdes de aeracdo
(CAMMAROTA, FREIRE, 2006., LIMA, 2014).

Segundo ORLANDELLI, et al., 2012., MOMSIA, (2015) o sucesso na obtencao
de um produto fungico requer um conhecimento detalhado das caracteristicas de
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crescimento e da fisiologia da cepa produtora, sendo cada fungo, Unico no seu
desenvolvimento anatémico, morfoldgico e fisioldgico.

Apdés a identificacdo da amostra que apresentou a maior producao
enzimatica em meio solido, foram realizados ensaios de producdo da lipase em
meio liquido, utilizando 4 diferentes meios por fermentagdo submersa. Foram
coletadas amostras a cada 24 horas durante 168 h para determinagdo da curva de
crescimento, biomassa, pH e atividade lipolitica.

BENTO, et al ., 2014., RODRIGUES, et al., (2015) descreveram que a
presenca de elementos minerais (fésforo, enxofre, potassio, calcio, magnésio,
sadio, ferro e cloro) e uma pequena quantidade de elementos que desempenham
importante papel como constituintes de enzimas e coenzimas. S3o geralmente
necessarios nos meios de produgdo de enzimas por micro - organismos.

A figura 1 apresenta a curva de crescimento da amostra UCP 1308. Verifica-
se que o maior crescimento obtido foi detectado no meio denominado de 4.

Atividade lipolitica (U/mL)
(98]

0 24 48 72 96 120 144 168
Tempo (h)

Figura 1. A atividade lipolitica da amostra UCP 1308 em diferentes meios de producgéo.

Na figura 2 estdao descritos valores das biomassas (g/L) obtidas em 4
diferentes meios de producao da lipase, durante 168 horas. Verifica-se que os
meios 1 e 4, foi produzido maior quantidade de biomassa dos processos de
producdo. A amostra produziu maior quantidade de biomassa no meio 4 com 168
horas de crescimento (3,04 g/L).

Biomassa (g/L)

0 24 48 72 96 120 144 168
Tempo (h)
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Figura 2. Crescimento da biomassa da amostra UCP 1308 em diferentes meios.

Os valores de pH obtidos durante os 4 ensaios de producdo de lipase com a
amostra UCP 1308 estdo descritos na tabela 3.Verifica-se que os valores de pH
inicias dos 4 meios foram mantidos em 5,5, e apds 72 horas houve uma
variagdo, ao término do processo de producdo, os meios 1 e 2 ficaram da faixa de
pH alcalino, o meio 3 proximo a neutralidade, e o meio 4 ficou na faixa acida.

Tabela 2—- Determinacédo dos valores de pH nos meios testados da amostra UCP 1308

pH Oh 24h  48h 72h  96h  120h  144h 168h
Meio 1 5,5 _ _ 5,3 5,4 6,6 7,5 8,1
Meio 2 5,5 _ _ 7,0 6,6 8,4 8,6 8,4
Meio 3 5,5 _ _ 6,5 8,3 6,4 6,7 6,6
Meio 4 5,5 _ _ 6,3 6,1 5,7 5,2 4,4

Verifica-se na tabela 2 que os valores obtidos na determinagdao da atividade
da lipase produzida em diferentes meios utilizando a amostra UCP 1308 que no
meio 4, foram obtidos os maiores valores da atividade com 72 h ( 5,76 U/mL) e
96h (5,84 U/mL).

Tabela 3- Determinacéo da atividade enzimatica de lipase em diferentes meios da amostra
UCP 1308.

Lipase Oh 24h 48h 72h 96h 120h 144h 168h (U/mL)

Meio1l _ _ _ 0,04 1,02 0,52 0,80 0,88
Meio 2 _ _ _ 0,04 0,02 1,06 1,88 3,48
Meio 3  _ _ _ 2,52 3,72 0,04 0,08 2,08
Meio 4  _ _ _ 5,76 5,84 3,04 1,44 1,08

MOMSIA, (2013) descreve que em seus estudos os maiores valores de niveis
enzimaticos foram (2,684 U/mL) e (1,386 U/mL) e foram observados apos 144
horas de cultivo. A partir do qual foi observado um decréscimo na atividade
lipolitica.

Por sua vez, apresentou as menores atividades enzimaticas, sendo a
atividade (0,866 U/mL) observada no tempo de 72h. MARTIN et al., 2007., LEE,
(1999) dealizaram experimentos relacionados com a producao de lipase, e
constataram que os maiores indices de produgdo se encontravam quando a
fermentacao apresentava valores de pH na faixa de 5,25-9,25. LOTRAKUL,
DHARMSTHITI, (1997), BRIONES, SERRANO, LABIDI, (2012) obtiveram em seus
trabalhos que a atividade maxima enzimatica é atingida quando o valor de pH
otimo fica na faixa neutra, com valores entre 6,5 e 7,0.

A atividade lipasica € comumente medida pelo monitoramento da liberagdo
de acidos graxos ou glicerol a partir do triacil glicerol; e o uso de meio sélido com
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substratos indutores como Oleos vegetais, trigliceri- deos padrdes (tributirina,
trioleina), Tween 80 e corantes tem sido fartamente descrito na literatura, visando
a pré-selecdo de microrganismos produtores de lipases (SANDOVAL, MARTY, 2007.,
RODRIGUES et al., 2015).

Diante dos resultados alcancados destaca-se a habilidade da amostra
Cunninghamella echinulata UCP 1308 em hidrolisar acidos graxos presentes na
composicdo dos meios estudados, através da quebra das ligacGes ésteres triplices
transformando-os na enzima estudada.

Conclusoes

Cunninghamella echinulata demostrou ser um micro-organismo propicio para
producado da lipase, tendo um resultado satisfatério. Os estudos demonstraram que
o fungo estabelece condigdes promissoras para a produgao industrial, considerando
a facil manipulacdo, facil cultivo e o curto espaco de tempo de sintese do meio,
promovendo uma diminuicdo nos custos de producao.
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Artigo a ser submetido a revista Brazilian of Journal Microbiology

Producao de lipase por Cunninghamella echinulata (UCP
1308) utilizacdo de residuos agroindustrias atraves de um
planejamento fatorial.

Resumo

A producdo de enzimas por microrganismos através de métodos biotecnologicos pode ser
realizada atraves de bioprocessos submersos e em estado solido, podendo ser afetada por fatores
como o pH, a temperatura, a composi¢cdo do meio, o preparo do indculo, a aeracdo, a agitacdo, as
fontes de carbono e nitrogénio, a concentracdo de oxigénio dissolvido, a cepa do microrganismo,
entre outros. Neste trabalho, foi avaliada a influéncia de residuos agroinddstrias para producao
de lipase. Com a utilizacdo do planejamento fatorial 2° foi possivel & escolha de uma melhor
condicdo para a utilizacdo desses substratos. Os residuos adicionados ao meio de cultura foram
residuo de sorvete, 6leo pos fritura. Ensaios foram realizados em 168 horas em meio liquido a
37°C. Os resultados mostram que os dois residuos responderam significativamente para
atividade lipolitica, sendo que o residuo de sorvete obteve uma atividade enzimatica superior,
26,4 (U/mL).

Palavras chaves: Residuos agroindustriais, Cunninghamella, Lipase.
Abstract

The production of enzymes by microorganisms through biotechnological methods can be carried
out through submerged and solid state bioprocesses and may be affected by factors such as pH,
temperature, media composition, inoculation preparation, aeration, agitation, The sources of
carbon and nitrogen, the concentration of dissolved oxygen, the strain of the microorganism,
among others. In this work, the influence of agroindustrial residues for lipase production was
evaluated. With the use of factorial design 23 it was possible to choose a better condition for the



Sales, P. S. C. Produgéo de lipase por Cunninghamella echinulata ... 54

use of these substrates. The residues added to the culture medium were ice cream residue, post-
fry oil. Assays were performed in 168 hours in liquid medium at 37¢C. The results show that the
two residues responded significantly to lipolytic activity, and the ice cream residue obtained a
higher enzymatic activity, 26.4 (U / mL).

Keywords: Agroindustrial wastes, Cunninghamella, Lipase

INTRODUCAO

As lipases podem ser produzidas por micro-organismos, por animais e por vegetais,
porém as lipases de origem microbianas sdo atualmente as mais utilizadas industrialmente. A
producdo e aplicacdo de lipases de origem microbiana também tem sido a mais empregada no
meio biotecnoldgico. Esse fato se deve principalmente as facilidades de controle e de aumento da
capacidade produtiva dos processos fermentativos, além da reducdo do custo de obtencdo
(Freire., Castilho, 2008., Adrio., Demain, 2014., Silva et al., 2016).

A utilizacdo de substratos agroindustriais na formulacdo de meios de producdo de
substancias bioativas produzidas por micro-organismos tem sido uma das alternativas mais
utilizadas nos ultimos anos, devido a possibilidade de reducdo dos custos da elaboracdo dos
meios de producdo de diversas substancias bioativas (Damaso et al., 2008., Chandel et al., 2012.,
Salihu et al., 2012; Maldonado, Macedo, Rodrigues, 2014., Vats, 2015., Das mercés, et al.,
2016), os residuos agroindustrias apresentam uma elevada quantidade de matéria organica,
servem como fontes de proteinas, Oleos essenciais, e sdo passiveis de recuperacdo e
aproveitamento, além de reduzirem o preco final da composi¢do do meio de producdo. Assim a
utilizacdo adequada destes residuos ajudam a minimizar problemas ambientais e energeticos,
além disso, podem gerar bioprodutos com relevantes aplicacdes nas diversas areas industriais e
ambientais (Marques et al., 2014; Adio et al., 2015., Elain et al., 2016).

O Brasil tem potencial na producdo de enzimas por possuir grande quantidade e
variedade de matérias-primas renovaveis. O desenvolvimento de tecnologia por
reaproveitamento de residuos na producdo de enzimas favorece o desenvolvimento sustentavel,
fundamental na preservacdo do meio ambiente (Lima et al., 2014., Lopes et al., 2013., Fernandes
et al., 2088., Menezes et al., 2012).

O planejamento fatorial € uma estratégia analitica Gtil e sua principal aplicacdo reside na
triagem das variaveis mais relevantes de um determinado sistema analitico (Costa et al., 2001.,
Hanrahan,2006;. llzarbe et al., 2008., Vivacqua, Pinho, Ho, 2016., Said et al., 2016). A
metodologia do planejamento fatorial, associada a analise de superficies de respostas, é uma
ferramenta fundamentada na teoria estatistica, que fornece informacdes seguras sobre o processo,
minimizando o empirismo que envolve técnicas de tentativa e erro.

O planejamento consciente dos experimentos que devem ser realizados para determinar, e
mesmo quantificar, a influéncia das variaveis sobre as respostas desejadas, € indispensavel para
que resultados confiaveis sejam obtidos e para que andlises estatisticas consistentes possam ser
realizadas (Kennedy, Krouse, 1999., Parekh, Vinci, Strobel, 2000., Treichel et al., 2010.,
Keskin-giindogdu et al., 2016., Shu et al., 2016).
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2. MATERIAL E METODOS
Micro-organismo

Os estudos foram realizados com amostra de Cunninghamella echinulata UCP 1308 isolada da
Caatinga de Pernambuco que foi mantida em meio Sabouraud suplementado com azeite de oliva
4 0,1% a temperatura de 28°C. previamente catalogada no banco de culturas da Universidade
Catdlica e Pernambuco (UNICAP), localizado no Nucleo de Pesquisa em Ciéncias Ambientais e
Biotecnologia (NPCIAMB).

Meio convencional de producéo

A producdo enzimatica foi realizada utilizando, Erlenmyers de 500 mL, com volume atil de
250mL (%p:v). Aliquotas de 25mL de uma suspensdo espérica 10’ esporos/mL foram
adicionadas em meio de cultura contendo uma solugéo( g/L) contendo glicose (1g), MgSO47H20
(29), K:HPO, (79), extrato de levedura (4g), com pH 5,5 e suplementado com 10 mL de azeite
de oliva.

Meios alternativos de producéo

Os meios alternativos foram preparados utilizando a mesma composicdo do meio padrdo do
azeite de oliva, sendo utilizados residuos de sorvete e 6leo de fritura, na mesma quantidade do
indutor (10mL/L).

Planejamento Fatorial

Foi realizado um planejamento fatorial 22 completo com 4 repeticdes no ponto central, cujas
variaveis centrais foram pH, 6leo de fritura e residuo de sorvete. Foi feito um indculo nos meios
de cultura da suspensdo esporica contendo 10% do volume total. Os ensaios foram realizados
durante 168 horas, 150 rpm, 37°C de acordo com a matriz descrita na tabela 1:

Tabela 1— Matriz de planejamento fatorial 2° completa para producéo de lipase

Variaveis -1 0 +1
pH 4,5 55 6,5
Oleo de fritura
(mL/L) 9.0 10,0 11,0
Residuo de
sorvete (mL/L) 9,0 10,0 11,0

Detec¢do Enzimatica

A atividade enzimaética foi determinada através da metodologia descrita por SOARES et al.
(1999). Foi preparada uma reagdo contendo 5 mL de uma emulséo (azeite de oliva 10 mL +
goma arébica 7%), mais 2 mL de tampédo fosfato (0,1M), com pH 8,0 e 1 mL da amsra
fermenada. A mistura foi colocada sob agitagcdo de 82 rpm, a 37°C de temperatura durante 10
minutos.

A reacdo foi paralisada através da adi¢do de 10 mL de uma mistura acetona-etanol-agua (1:1:1),
onde foram liberados os &cidos graxos livres presentes na mistura. A mistura foi titulada com
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uma solucdo de KOH (0,4M) na presenca do indicador fenolftaleina. Atividade enzimatica foi
determinada através da seguinte relacdo: uma unidade da atividade lipolitica (U/mL) sera
definida como a quantidade da enzima bruta que liberou 1 p/mL de &cido graxo por minuto. Os
resultados obtidos foram calculados atraves da seguinte equacéo:

AE (U/mL) = (Va-Vb) x N x 1000

txVc
Onde:

AE é a atividade lipolitica (U/mL);

Va € 0 volume da amostra titulada (mL);

Vb € o volume da amostra utilizado na reag&o, branco (mL);
N é a molaridade da solucdo de KOH (N);

t é o tempo de reacdo em minutos,

\/c é o0 volume da amostra utilizada na reagdo (mL).

Determinacéo do pH

O pH das amostras coletadas foi determinado através de potenciometria.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

A utilizacdo de diversos tipos de residuos com alto valor nutricional tem sido descrito na
literatura para producdo de substéncias de alto valor agregado, principalmente enzimas
microbianas. Esses residuos apresentam normalmente uma grande quantidade de nutrientes que
podem ser utilizados e com isso diminuem 0s custos de produgdo dos processos fermentativos
(Poorna, Prema ,2006., Martin, et al., 2007., Briones, Serrano, Labidi, 2012., Bento et al.,2014.,
Panesar, Kaur, Panesar, 2015).

Os resultados descritos na tabela 2 apresentam a realizacdo de um planejamento fatorial
23, onde os melhores resultados da producdo enzimética foram detectadas no ensaio 1, utilizando
0s meios alternativos contendo os residuos agroindustriais que apresentava as seguintes
condicBes: pH (4,5), 6leo pos fritura (9,0mL/L) e residuo de sorvete (9,0mL/L). Apresentando
uma atividade de 26,4 U/mL com pH 5,6 onde se manteve na faixa acida.

Outro fator que pode ter levado uma maior atividade lipolitica no meio 4 foi
possivelmente a presenca de sais de potassio e magnésio Castiglioni (2009) descreveu que o
potassio e 0 magnésio sdo compostos de grande importancia para o metabolismo de micro-
organismos, pois dependendo de sua concentragdo podem atuar favorecendo ou inibindo
determinadas rotas metabdlicas.

Aliyu salihu et al. (2012), Wolski, Rigo, Di luccio (2009), realizaram experimentos
relacionados com a producdo de lipase utilizando residuos alternativos, e constataram que 0s
maiores indices de atividade enzimatica se encontravam quando a fermentagdo se encontrava em
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periodos equivalentes entre 48h-72h e 72h-96h com o pH entre 4,0 e 5,5. Segundo Lotrakul,
Dharmsthiti (1997) obtiveram em seus resultados que a temperatura mais favordvel para a
producéo da enzima se encontrava numa faixa 6tima com valores menores que 40°C.

Ertugrul et al.,( 2007) relata que o Bacillus sp foi identificado como o maior produtor de
lipases entre as 17 cepas isoladas com atividade lipolitica de 15 U/ml utilizando o éleo de oliva
no meio de producao.

Kanwar et al. (2002) alcancaram uma atividade lipolitica de 25 U/mL, a 34 °C e pH 8,0,
uti-lizando como fonte de enzimas lipoliticas, a bactéria Pseudomonas, isoladas de solo
contaminado com petrdleo.

Os ensaios mostram que a Cunninghamella echinulata (UCP1308) teve um resultado
satisfatorio
para a producdo da lipase.

Tabela 2- Producédo de biomassa, pH e atividade lipolitica dos ensaios para as concentragdes de
pH, 6leo de fritura e residuo de sorvete em 168 horas de cultivo a 28°C a 86 rpm.

Variaveis descodificadas Variaveis respostas
Ensaos  pH CeOPO ey Bomassa  pH (e
1 4,5 9 9 1,40 5,6 26,4
2 6,5 9 9 1,13 7,2 15,6
3 4,5 11 9 2,56 51 18,4
4 6,5 11 9 2,55 7,1 13,4
5 4,5 9 11 2,83 5,0 10.6
6 6,5 9 11 2,21 7,1 13,8
7 4.5 11 11 2,54 5,7 9,8
8 6,5 11 11 3,31 7,2 11,8
9 5,5 10 11 1,67 6,0 10.0
10 55 10 11 1,85 6,1 12.0
11 5,5 10 11 1,84 5,7 10,4

12 55 10 11 1,83 6,6 12,6
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Os resultados expressos no diagrama de pareto (Figura 1) apresenta a significancia dos
resultados, com 95% de confianca, representado pela linha tracejada vermelha, correspondente
ao valor de p = 0,5. As seguintes variaveis independentes: Residuo de sorvete, 6leo pos fritura e
pH, influenciaram a producdo de lipase. Sendo que o residuo de sorvete e o 6leo de fritura foram
as variaveis independentes mais relevantes para producdo de enzima, por ambas estarem acima
dos valores de p.

Figura 1. Diagrama de pareto mostrando os efeitos principais e alteracfes das variaveis
independentes no processo de producgéo de lipase por Cunninghamella echinulata (UCP 1308) a
168 horas de fermentacdo a 28°C. (1) pH, (2) 6leo pos- fritura, (3) residuo de sorvete.
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Os resultados obtidos encontram-se superiores comparando-se com Riaz, M. et al (2010),
que analisou a caracterizacdo e producdo de lipase por Bacilus sp. FH5, obtendo a atividade
maxima de enzima, apés 48 horas igual a (5,12 U/mL), porém nossos resultados séo inferiores
guando comparados com Fernandes (2007) analizando a producdo de lipases por Burkholderia
cepacia que obteve uma atividade maxima de (49,5 U/mL) a 72 horas de cultivo.

Weber, 2013 utilizando o reaproveitamento de 6leo de fritura para a producdo enzimatica
de etil e metil, descreve que existe um grande interesse na utilizacdo de lipases como
biocatalizadores para converter comercialmente 6leos vegetais e gorduras em FAME (ésteres
metilicos de &cidos graxos), FAEE (ésteres etilicos de &cidos graxos) como biocombustiveis.

A cinética de crescimento do ensaio 1, da Cunninghamella echinulata (SIS 40) esta representada
na figura 2, percebe-se que houve uma rapida adaptacdo do micro-organismo na fase no qual
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ocorre a sintese de enzima e de outros constituintes celulares necessarios a absorcdo de
nutrientes presentes no meio. Logo ap6s o micro-organismo cresceu de forma répida.
Absorvendo os nutrientes e sintetizando seus constituintes atingindo seu auge entre 72 e 96
horas. Dai por diante houve um declinio no seu crescimento que permaneceu até 168 horas de
cultivo.

Segundo (Lee 1999, Silva, Durrant, Menezes, 2007) a presenca de diversos fatores
podem influenciar a producdo de biomassa e relatam que flutuacbes ou oscilagbes do pH,
temperatura e tempo podem reduzir o crescimento de um micro-organismo e interferir na
producdo enzimética podendo causar a inativacdo de algumas enzimas e estimular a secre¢éo de
outras

Figura 2. Crescimento do fungo Cunninghamella echinulata (UCP 1308) para o ensaio 1 em
168 horas de fermentacéo a 37°C e pH 5,5.
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4, CONCLUSOES

¢ Verificou-se que a amostra de Cunninghamella echinulata tem capacidade para producéo
de lipase, utilizando diferentes meios de producao, estabelecendo-se uma alternativa para
os estudos relacionados a producéo de lipases microbianas.

e A elaboracdo dos meios com residuo de sorvete na sua composi¢do aumenta a atividade
da producéo de lipase no micro-organismo testado.
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e O residuo de sorvete, utilizado como fonte de carbono, estimulou a producdo de lipase
pelo micro-organismo, favorecendo uma melhor da atividade lipolitica, tornando-se uma
alternativa para minimizar os custos de producdo e também o descarte de forma incorreta
de uma grande maioria de residuos com elevado potencial nutritivo.
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CONCLUSOES GERAIS

Diante dos resultados obtidos, foi possivel concluir que:

e Dentre as amostras de Cunninghamella echinulata testadas neste estudo, para a
triagem de melhores cepas produtoras de lipase em meio sélido, o micro-organismo
UCP1308 foi o que se apresentou o melhor resultado dinte das outar amostras
testadas;

¢ Nos ensaios referentes a selecdo dos meios de producdo de lipase em fermentagéo
submersa, 0 meio que apresentou os melhores resultados foi 0 meio denominado 4,

dentre os quatro meios selecionados para a producéo de lipase;

e Os ensaios que utilizaram os planejamentos fatoriais 2% tendo como variaveis
independente o residuo de sorvete, pH e 6leo de fritura, para a producédo de lipase, o

ensaio 1 foi o que demonstrou os melhores resultados da producéo;

e Os valores &cidos de pH influenciam diretamente na producéo das lipases fungicas;

e A maior producéo de lipase nos ensaios contendo meios alternativos sem a presenca
do indutor,foi obtida com 96 horas de producédo, obtendo um valor de 26,4 U/mL no

meio contendo residuo de sorvete;

e Verifica-se que a auséncia do indutor nos meios alternativos, favorece o aumento da

producdo enzimética;

e A utlizagdo de residuos agroindustriais com teores de nutrientes ricos em acidos
graxos, podem contribuir na formulagdo de meios alternativos para produgdo enzimas

microbianas, principalmente as lipases;

e Esses resultados demonstraram uma alternativa para utilizagdo dos residuos derivados
indastria de sorvete, na reducdo dos custos da producdo da lipase para fins

biotecnol6gicos, pois contribui para minimizar os impactos ambientais.
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e InstrugOes aos autores da revista Brazilian of Journal Microbiology

O Artigo devera ser submetido como um Unico arquivo em WORD. Este arquivo deve
conter texto, figuras, tabelas, etc. Serao aceitas apenas submissoes de artigos redigidos
em inglés.

Para artigos originais, o arquivo em WORD deve conter:

Titulo

Agradecimentos (opcional)
Referéncias

[ ]

e Autores e AfiliagOes

e Resumo (200 a 250 palavras)
e 3 a5 palavras-chave

e Introducgao

e Material e Métodos

e Resultados

e Discussoes

[ ]

[ ]

Para notas prévias, o arquivo em WORD deve conter:

Titulo

Resumo (até 50 palavras)

3 a 5 palavras-chave

Texto ndo dividido em tépicos
Agradecimentos (opcional)
Referéncias

Para artigos de revisao, o arquivo em WORD deve conter:

Titulo

Resumo (200 a 250 palavras)
3 a 5 palavras-chave

Texto

Agradecimentos (opcional)
Referéncias

Os artigos devem ser digitados com espac¢o duplo, margens de 3 cm e numerados
seqgliencialmente. As linhas das paginas do artigo devem ser numeradas. Os editores
recomendam que antes da submissdo o artigo seja lido de forma critica por alguém fluente
em lingua inglesa. Os artigos escritos com inglés de baixa qualidade nao serao aceitos.

Artigos Originais e Artigos de revisdo deverdo conter até, no maximo, 20 paginas, incluindo
referéncias tabelas e figuras.

Notas prévias devem conter 10 paginas. Figuras e tabelas devem estar restritas a, no
maximo, duas figuras ou duas tabelas ou uma figura e uma tabela.

Abreviaturas e simbolos devem seguir as recomendacoes da IUPAC-
IUB Comission (Comission on Biochemical Nomenclature, Amendments and Corrections). As
unidades de medida devem seguir o Sistema Internacional de Unidades.

As referéncias no texto devem ser citadas pelos seus nimeros. As citacbes de autores no
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texto devem ser feitas de acordo com o seguinte exemplo: Bergdoll (nimero) reported
that..., Bailey and Cox (niUmero) observed that..., ou Smith et al. (nUmero) mentioned
that...N3o use caixa alta para redigir o nome completo dos autores.

SUGESTOES DE REVISORES

Os autores poderdo enviar sugestdes de revisores para avaliacdo dos artigos. Deverao
constar as seguintes informagdes: nome; e.mail e Instituicdo de Origem.

USO DE EXTRATOS DE PLANTAS EM EXPERIMENTOS MICROBIOLOGICOS

Artigos que apresentarem estudos com extratos de plantas, ou extratos de outras
substancias complexas, serdo aceitos apenas apos identificacdo dos compostos.

Os autores podem precisar, ou desejar, fazer uso de servicos de edicdo de linguas para
melhorar a qualidade do inglés e, portanto, a qualidade final do texto. Este tipo de
assisténcia é recomendada antes mesmo da submissdo dos artigos ou, no caso de
solicitacao pelos revisores, antes do artigo ser definitivamente aceito para publicagao.
Autores que nado sdo nativos de lingua inglesa que desejem assisténcia na escrita em inglés
podem considerar as seguintes sugestoes:

e American Journal Experts: http://www.JournalExperts.com?rcode=BSM1
e Joanne Roberts: joroberts@uol.com.br
e ATO Tradugdes: www.atotraining.com.br

ORGANIZAGAO
O Titulo deve ser conciso, ndo conter abreviagdes e indicar claramente o tema do artigo.

Expressdes como "Effects of", "Influence of", "Study on", etc, devem ser evitadas. Os
cuidados na escolha das palavras do titulo sdo importantes, pois sdo usadas em sistemas
eletronicos de busca.

O Resumo deve resumir o contelido basico do artigo. Ele deve ser representativo do texto.
N3o deve conter referéncias, tabelas nem abreviagdes pouco usuais. S3o de grande
importancia, pois serdo lidos por muitas pessoas que ndo tém acesso ao artigo completo.

A Introducao deve oferecer informagdes que possibilitem ao leitor avaliar adequadamente
os resultados apresentados no artigo sem que obrigatoriamente tenha que recorrer a
literatura corrente. No entanto, a introdugao ndo deve ser uma extensa revisao de
literatura. Deve informar claramente as justificativas e os objetivos do artigo.

Os Materiais e Métodos devem proporcionar informagdes suficientes para que outros
pesquisadores possam reproduzir o trabalho. A repeticao de detalhes de procedimentos que


http://www.journalexperts.com/?rcode=BSM1
mailto:joroberts@uol.com.br
http://www.atotraining.com.br/

Sales, P. S. C. Produgéo de lipase por Cunninghamella echinulata ... 69

ja tenham sido publicados em outros artigos deve ser evitada. Se um método publicado for
modificado, tais modificacdes devem estar claras no artigo. Fontes de reagentes, meios de
cultura e equipamentos (empresa, cidade, estado e Pais) devem ser mencionadas no texto.
Nomes que sdo marcas registradas devem ser claramente indicados. Subtitulos podem
deixar este topico mais facil de ler e entender.

Os Resultados devem, por meio de texto, tabela e/ou figuras dar os resultados dos
experimentos. Se o item Discussao for incluido, evite interpretacdes extensas dos
resultados, pois isto devera ser feito na discussdo. Se os Resultados e Discussoes forem
redigidos concomitantemente, entdo os resultados devem ser discutidos no local mais
apropriado do texto. Tabelas e figuras devem ser numeradas em algarismos arabicos.
Todas as tabelas e figuras devem ser mencionadas no texto.

O local aproximado das tabelas e figuras no texto deve ser indicado.
O item Discussao deve discutir os resultados em funcgao da literatura citada.

As Referéncias devem ser numeradas seqiencialmente em ordem alfabética, pelo ultimo
nome do primeiro autor. Todos os autores devem ser citados. As referéncias devem ser
citadas no texto por seus nimeros com um espaco entre o nimero das referéncias (3, 7,
22). Os nomes dos periddicos devem ser abreviados de acordo com o estilo do BIOSIS.
Todas as referéncias listadas devem ser citadas no texto e todas as referéncias
mencionadas no texto devem ser incluidas na lista final.

Exemplos:
a. Artigos de Periodicos

Brito, D.V.D.; Oliveira, E.J.; Darini, A.L.C.; Abdalla, V.0.S.; Gontijo Filho, P.P. (2006).
Outbreaks associated to bloodstream infections with Staphylococcus aureus and coagulase-
negative Staphylococcus spp in premature neonates in a university hospital from

Brazil. Braz. J. Microbiol. 37 (2), 101-107.

b. Artigos ou Capitulos de Livro

Franco, B.D.G.M.; Landgraf, M.; Destro, M.T.; Gelli, D.S. (2003). Foodborne diseases in
Southern South America. In: Miliotis, M.D., Bier, J.W.(eds). International Handbook of
Foodborne Pathogens. Marcel Dekker, New York, USA, p.733-743.

c. Livros

Montville, T.J.; Matthews, K.R. (2005). Food Microbiology - an introduction. ASM Press,
Washington, D.C.

d. Patentes

Hussong, R.V.; Marth, E.H.; Vakaleris, D.G. January 1964. Manufacture of cottage cheese.
U.S. Pat. 3, 117, 870.

e. Teses e Dissertacoes

Santos, M.V.B. (2005). O papel dos anticorpos contra os componentes da parede celular de
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Paracoccidioides brasiliensis na evolucdo da doenca experimental. Sao Paulo, Brasil, 110p.
(M.Sc. Dissertation. Instituto de Ciéncias Biomédicas. USP).

f. Comunicagées em Eventos (Simpodsios, Conferéncias, etc)

Silveira, T.S.; Martins, J.L.; Abreu, F.A.; Rosado, A.S.; Lins, U.G.C. (2005). Ecology of
magnetotatic multicelular organisms in microcosms. XXIII Congresso Brasileiro de
Microbiologia, Santos, SP, p. 272.

g. Publicagbes na Web

Abdullah, M.A.F.; Valaitis, A.P.; Dean, D.H. (2006). Identification of a Bacillus

thuringiensis Cry11 Ba toxin-binding aminopeptidase from the mosquito Anopheles
quadrimaculatus. BMC Biochemistry. http://www.biomedcentral.com/1471-2091/7/16

h. Webpage

U.S. Food and Drud Administration. 2006. Enjoying Homemade Ice Cream without the Risk
of Salmonella Infection.

Available at: http://www.cfsan.fda.gov/~dms/fs-eggs5.html. Accessed 26 May 2006.

Referéncias como "personal communication" ou "unpublished data" devem ser evitadas,
embora se reconheca que as vezes elas devam ser usadas. Nestes casos, elas devem ser
citadas no texto e ndo na lista de referéncias. Referéncias consistem de artigos que sdo
"aceitos para publicacdo" ou "no prelo". No entanto, referéncias de artigos que sao
"submetidos" ou "em preparo" ndo sao aceitas.

AGRADECIMENTOS: Esta secdo é opcional. Ela reconhece a assisténcia financeira e
pessoal recebida para execucgao do trabalho.

TABELAS: devem ser inseridas no texto de acordo com que sao citadas e numeradas
seqliencialmente por algarismos arabicos. O titulo deve ser colocado acima da tabela e
deve ser curto, porém representativo, com descricdo completa da informacgado contida na
tabela. Cabecalhos e rodapés devem ser concisos, com colunas e linhas cuidadosamente
centralizadas. Devem ter qualidade suficiente para garantir boa reproducdo. Por favor, abra
o link abaixo para ver os requisitos necessarios para se obter a resolucdo adequada.
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/about/image quality table.html)

FIGURAS: devem ser inseridas no texto de acordo com que sao citadas e numeradas
seqliencialmente por algarismos arabicos. Os dados que foram apresentados em tabelas
nao devem ser repetidos na forma de figuras. As legendas devem ser colocadas abaixo das
figuras. Devem ter qualidade suficiente para garantir boa reproducao. Por favor, abra o link
abaixo para ver os requisitos necessarios para se obter a resolucdo adequada.
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/about/image quality table.html)
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FOTOGRAFIAS: Devem ter qualidade suficiente para garantir boa reproducao. Por favor,
abra o link abaixo para ver os requisitos necessarios para se obter a resolucdo adequada.
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/about/image quality table.html)

Conflitos de Interesses

E politica do periédico Brazilian Journal of Microbiology que qualquer pessoa envolvida no
processo de publicacao (autores, revisores, membros do corpo editorial e assistentes) deve
estar isenta de conflitos de interesses que possam influenciar negativamente o parecer, a
objetividade e a lealdade a seus autores. O BIJM reconhece que qualquer conflito de
interesse detectado deve ser prontamente comunicado e rapidamente resolvido. Conflitos
de interesses em publicagGes podem ser definidos como condigdes nas quais um individuo
possui conflito ou competicao de interesses que podem resultar em decisdes editoriais
tendenciosas. Os conflitos de interesses podem ser potenciais, percebidos ou factuais.
Consideragoes pessoais, politicas, financeiras, académicas ou religiosas podem afetar a
objetividade de diferentes formas.

DIREITOS AUTORAIS

Os autores dos manuscritos aprovados deverao encaminhar para BJM (Fax: 55 11-3037-
7095; bim@sbmicrobiologia.org.br), previamente a publicagdo, a declaragdo de
transferéncia de direitos autorais, assinada por todos os co-autores (ver formulario abaixo)
ou por pelo menos um dos autores que concorda em informar os outros autores.

Transferéncia de "Direitos Autorais"

"O(s) autor(es) abaixo assinado(s) afirmam que o artigo é original, que ndo infringe os
direitos autorais ou qualquer outro direito de propriedade de terceiros, que nao foi enviado
para publicacdo em nenhuma outra revista e que nao foi publicado anteriormente. O(s)
autor(es) confirma(m) que a versao final do manuscrito foi revisada e aprovada por ele(s).
Todos 0s manuscritos publicados tornam-se propriedade permanente do Brazilian Journal of
Microbiology e nao podem ser publicados sem o consentimento por escrito de seus
Editores."

Artigo n°.

Titulo do Artigo:

Nome(s) do(s) Autor(es) Assinatura(s)
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Data: /

NORMAS PARA APRESENTACAO DE ARTIGOS PARA A ENGEVISTA

O TEXTO:

Os artigos submetidos ndo devem conter nenhuma identificacdo dos autores. Deve constar nos
metadados de submisséo a identificacdo completa de TODOS os autores.

1. Os artigos devem ser inéditos, ndo sendo aceitas compilacGes, transcrigdes, traducoes,
reproducdes ou adaptacOes de trabalhos ja publicados em revista. Aceitam-se versoes
novas de trabalhos apresentados em congresso, coléquio, seminario ou outro evento
técnico-cientifico. Nao sdo aceitos trabalhos que tenham cunho promocional de empresa,
marcas ou produtos e que possam induzir a promocao comercial;

2. Os trabalhos devem ser apresentados em formato Word 97 ou verséo posterior. Devem
ser submetidos exclusivamente através da pagina do SEER.

3. As seguintes instrucdes devem ser observadas:

Formato de Pagina: A4

Margens: superior e inferior — 1,5; esquerda - 3 e direita - 2,5;

Espagamento: simples

Tipo de letra: Times New Roman (12)

No méximo 20 (vinte) paginas, contendo, no minimo, os seguintes itens: titulo,

identificacdo do autor, resumo, palavras-chave, desenvolvimento, conclusao e

bibliografia. Artigos com maior nimero de paginas poderdo ser aceitos a critério

dos editores:

®oo0 o

Titulo: 0 mais conciso possivel, sugerindo, sem dubiedade, 0 assunto.
Centralizado, em Arial 16, todo em maiusculas. Nos metadados o titulo
também deverd estar todo em maidsculasseguido, entre parénteses pela
versdo do titulo em inglés (quando o artigo ndo for nesse idioma);
Identificacdo do autor: nome (em italico e negrito, alinhado a direita);
endereco profissional e e-mail (em nota de rodapé e fonte 10). Esta
identificacdo s6 deveréa ser inserida apds a aprovacdo do artigo, quando for
solicitada a versdo final e deve coincidir com a informacao constante nos
metadados de submisséo. Se houver divergéncia o artigo ndo sera
publicado. Assim, recomenda-se especial cuidadodo autor que faz a
submissdo em, nesse momento, inserir no sistema todos os autores do
artigo. Qualquer troca de autores posterior significara uma nova
submiss@o, com o recomeco de todo o processo de avaliagdo do artigo.
Resumo (e abstract): em no maximo vinte linhas. O abstract deve vir
precedido do titulo em inglés;
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iv.

V.

Vi.
Vii.

Palavras-chave (e keywords): no maximo quatro (4);
Desenvolvimento (em duas colunas e sem qualquer nota de rodapé):
1. numeracdo progressiva de titulos e subtitulos, em Arial negrito;
2. tabelas e figuras: devem ser centralizadas, ter um nimero e um
titulo, colocados acima da tabela e abaixo da figura;
3. equac0es: centralizadas e numeradas sequencialmente.
4. Na descricdo da metodologia, ou equivalente, ndo deve ser
incluido nenhum tdpico sobre classificacdo da pesquisa
(exploratéria, quantitativa, etc). Informacbes desse tipo apenas
aumentam o tamanho do artigo sem acrescentar nada de relevante
ao contetdo do texto.
5. Evitar complicar desnecessariamente o texto. Evite modismos
linguisticos, gramaticalmente errados. Por exemplo, modal nédo é
substantivo (ndo existe o0 modal terrestre ou aereo) e uma situacao
que gera um problema ndo ¢ uma “situacdo problema” €, no
maximo, uma situacdo problematica.
6. Muito cuidado com o espacamento de palavras. E comum alguns
editores de texto incluirem cdédigos que anulam os espacamentos
feitos. Recomenda-se, antes da submisséo de cada versao, verificar
como fica o arquivo quando aberto no Word para Windows, em
especial se o texto foi feito num MAC.
Conclusao (em duas colunas): clara, objetiva e concisa.
Bibliografia (em duas colunas): de acordo com a formatacao de Harvard.
Em especial, os autores devem seguir rigorosamente 0s seguintes pontos:
1-  As citacdes, no corpo do texto, ndo devem usar caixa alta. Apenas a
primeira letra de cada nome deve estar em maidscula.
2-  Ainda nas citacOes, deve-se usar o et al para 3 ou mais autores.
3-  Nas referéncias ndo usar et al em hipotese alguma. Deve aparecer o
nome de todos os autores.
4-  Nas referéncias apenas o(s) ultimo(s) sobrenome(s) de cada autor é
por extenso. Os primeiros nomes virdo apenas com a inicial.
5-  As referéncias devem ser a obra original, ndo se admitindo o uso do
"apud".
6-  Devem ser evitadas citacGes literais. O seu uso abusivo, mesmo com
referéncia a obra citada, caracteriza plagio. Em caso de extremamente
necessario fazer um citacdo literal, ela deve ser curta, em italico e com
citacdo a obra orginal. N&o serdo publicados artigos com mais de 2
citacOes literais
7- Em cada referéncia os nomes dos autores devem ser indicados.
Mesmo que os autores de duas referéncias sejam 0s mesmo, 0S seus
nomes devem ser novamente escritos. Nunca usar "----" para indicar a
repeticdo de autores.

EXEMPLOS DE REFERENCIAS:

Artigo em revista:



Sales, P. S. C. Produgéo de lipase por Cunninghamella echinulata ... 74

ENSSLIN, L., GIFFHORN, E., ENSSLIN, S. R., PETRI, S. M. & VIANNA, W. B. 2010. Avaliacédo
do desempenho de Empresas Terceirizadas com o uso da Metodologia Multicritério de Apoio a
Decisdo - Construtivista. Pesquisa Operacional, 30, 125-152.

Artigo em congresso:

PINHEIRO, P. R., DE CASTRO, A. K. A. & PINHEIRO, M. C. D. A Multicriteria Model Applied
in the Diagnosis of Alzheimer’s Disease: A Bayesian Network. 11th IEEE International Conference
on Computational Science and Engineering, 2008 Séo Paulo, Brasil. 15-22.

Livro:

ARROW, K. J. 1951. Social Choice and Individual Values, New York, Wiley.

Capitulo de livro:

BALSADI, O. V. 2008. O mercado de trabalho assalariado na cultura da cana-de-agtcar no
periodo 1992-2006. In: FILHO, F. B. B. (ed.) Energia e Biomassa. Brasilia.

Teses e dissertacOes

AZEVEDO, J. 2001. Aplicacdo da metodologia multicritério de apoio a decisdo na sele¢édo de
centros de usinagem para uma central de usinagem. Dissertacdo de Mestrado, Universidade
Federal de Santa Catarina.

EXEMPLO DE PRIMEIRA PAGINA FORMATADA, APOS ACEITACAO DO ARTIGO:

Ver em http://www.uff.br/engevista/seer/index.php/engevista/article/view/484/217

JULGAMENTO:

Os textos serdo submetidos a 3 (trés ) consultores, que emitirdo um parecer sobre a viabilidade
ou n&o de sua publicacdo, em conformidade com as diretrizes estabelecidas pelo Conselho
Editorial da ENGEVISTA, que se reserva o parecer final sobre a publicacéo.

ETICA NA PUBLICACAO: A submiss&o de um artigo & Engevista implica que néo esta
submetido a nenhum outro periédico. Sdo sumariamente recusados artigos que ndo respeitem
esta norma. Igualmente sdo recusados artigos que sejam considerados plagio. Qualquer copia de
textos ou ideias de outros autores, sem a devida citacdo, ou a cdpia de partes significativas de
trabalho de outro, mesmo que com citacao, é considerada plagio.

OPEN ACESS: A Engevista é um periodico de acesso livre. Os direitos autorais dos artigos
permanecem com os autores. N&o é cobrada nenhuma taxa de publicacdo nem de download dos
artigos. Os artigos podem ser usados em outros trabalhos desde que feita a devida referéncia.
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