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RESUMO

Lipases sdo enzimas que tém como funcdo catalisar a hidrolise de triglicerideos gerando
glicerol e &cidos graxos livres e, sob certas condi¢des, catalisar a reagdo reversa de sintese
de ésteres por processos tais como esterificacdo e transesterificacdo. O objetivo deste
trabalho foi estudar a influéncia de diferentes varidveis de processo na producdo de lipase
por linhagem fungica em fermentacdo semi-sélida. Os experimentos foram realizados
segundo planejamento experimental Plackett & Burman. Os meios de cultivo continham
farelo de trigo, sulfato de amdnio e fontes lipidicas. A fermentacdo em colunas aeradas foi
conduzida a 32°C por 48 horas e as variaveis estudadas foram concentragdo de indculo e de
fontes lipidicas (6leo de oliva ou borra), umidade e aeracdo. As variaveis aeracdo e
concentracdo da fonte lipidica foram estatisticamente significativas (p < 0.10) para a
producéo de lipase em meio contendo borra, enquanto a umidade foi significativa em meio
contendo 6leo.
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INTRODUCAO

As lipases sdo enzimas classificadas como hidrolases (triacilglicerol éster hidrolases,
E.C.3.1.1.3), as quais catalisam a hidrolise de gorduras a monoglicerideos, diglicerideos,
acidos graxos livres e glicerol (CASTRO, PAULA e BARBOZA, 2005). Além desta funcéo,
também sdo amplamente utilizadas como catalisadores de reacGes de acidolise, amindlise,
interesterificagc@o e principalmente de esterificacdo e transesterificacdo, quando presentes em
meio organico (SAAD et al., 2009). As lipases apresentam aplica¢fes promissoras na area de
alimentos, em formulacbes de detergentes, na industria Oleo-quimica, na inddstria de
laticinios, na fabricacdo de papel, no tratamento de efluentes, e nos setores farmacéutico e
cosmético (SHARMA et al., 2001).

Dentre as diversas fontes de obtencdo de lipases, as de origem microbiana sdo as mais
utilizadas industrialmente, pois apresentam procedimentos mais simples de isolamento, séo
mais estaveis e com propriedades mais diversificadas que as lipases de outras fontes
(CARVALHO et al., 2003). Os fungos filamentosos principalmente aqueles pertencentes aos
géneros Aspergillus, Fusarium, Geotrichum, Mucor, Penicillium, Rhizomucor e Thermomyces
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sdo reconhecidos como os melhores agentes microbianos produtores de lipases (CARDENAS
et al., 2001). Atualmente, muitas fontes de carbono tém sido estudadas, pois existe grande
interesse em encontrar alternativas economicamente mais atrativas para producao de lipases
por fermentacdo semi-solida, uma vez que como substrato pode-se utilizar os residuos da
agroindustria visando a reducao do custo do processo e a preservacao ambiental .

O presente trabalho teve como objetivo estudar a influéncia de diferentes varidveis de
processo na producdo de lipase(s) por uma linhagem flngica, atraves de fermentacdo semi-
solida em colunas aeradas, segundo planejamento experimental do tipo Plackett & Burman.

MATERIAL E METODOS
1. Microrganismo

Fungo filamentoso isolado de amostras de manteiga e selecionado como produtor de lipases,
ndo identificado até o0 momento.

2. Planejamento Experimental

Dois planejamentos foram realizados utilizando metodologia de Plackett & Burman, um
com oOleo de oliva e o outro com a borra do refino do 6leo de milho. Para cada planejamento
foram realizados 12 ensaios e trés pontos centrais (13, 14 e 15), como pode ser observado na
Tabela 1. Para o estudo das condi¢bes da producdo de lipases por fermentacdo semi-sélida
foram analisadas quatro varidveis: concentracdo de indculo e de fontes lipidicas, umidade e
aeracdo, em trés niveis de valores conforme apresentado na Tabela 2.

Tabela 1. Planejamento experimental de Plackett e Burman para a producdo de lipases de
origem flngica.

Ensaios Inéculo Umidade (%) | Aeragéo (vwm) Fonte((l)_/cgmdma
1 1 -1 1 -1
2 1 1 1 1
3 -1 1 1 1
5 1 1 -1 1
6 1 1 1 -1
8 -l _1 1 1
9 -1 -1 -1 1
10 1 -1 -1 -1
11 -1 1 -1 -1
12 -1 -1 -1 -1
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Tabela 2. Niveis dos valores das variaveis estudadas durante o processo fermentativo para a
producdo de lipases de origem flngica.

Variaveis -1 0 1
Inéculo 10° 10’ 10®
Umidade (%) 40 60 80
Aeracao (vvm) 0,5 1 1,5
Fonte Lipidica (%0) 0,5 15 2,5

3. Producéo de Conidios e Preparo do Indculo para a Fermentagéo

Meios contendo sabugos de milho foram preparados e inoculados com a cultura fungica e
incubados por 5 dias a 32" C. Ap6s este periodo, foram adicionados 20 ml de solugdo 0,1% de
Tween 80 para o desprendimento dos conidios, formando assim uma suspensdo (COURI e
FARIAS, 1995). O numero de conidios/ml da suspensao foi determinado através de contagem
em camara de Neubauer.

4. Fontes Lipidicas Utilizadas para a Producéo de Lipases

Foram utilizadas duas fontes lipidicas distintas para a producdo de lipases: 6leo de oliva
extra virgem da marca Borges® e borra do refino do 6leo de milho proveniente da Industria
Granfino S/A, Nova Iguacu, RJ, Brasil.

5. Producéo de Lipases por Fermentacdo Semi-Sélida em Colunas Aeradas

Os meios de fermentacdo foram preparados de acordo com os ensaios do desenho
experimental. A matéria prima utilizada foi o farelo de trigo umidificado com solugdo de
sulfato de aménio ajustada a pH 7,0, resultando em uma concentracdo final de 0,1% de
nitrogénio, e adicionados com borra ou com o0leo de oliva nas concentragfes definidas no
planejamento experimental. Os meios foram esterilizados por 15 minutos a 121°C (COURI et
al., 2000). Apos a esterilizagdo, os meios foram inoculados com a suspenséo do inoulo.

A fermentacéo foi conduzida em colunas aeradas contendo cerca de 15 g de meio de cultivo
inoculado, mantidas em banho termostatizado a 32°C sob aeragéo por 48 horas.

6. Extracdo Enzimatica

Apos a fermentacdo, foram adicionados 2,5 mL de tampéo fosfato de sodio pH 7,0 por
grama de meio fermentado, que permaneceu por uma hora em Shaker sob agitacdo a
temperatura de 35°C. O extrato enzimatico obtido e filtrado em papel de filtro foi centrifugado
por 10 min. a 6.000 rpm. e em seguida, filtrado em membrana de microfiltracdo para posterior
determinacdo da atividade enzimatica.
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7. Determinacao de Atividade Lipasica

A atividade lipasica foi determinada por método titulométrico, utilizando-se como titulante
NaOH 0,05 M (PEREIRA et al. 2001, com modificagdes.) no equipamento Metrohm Titrino
794®, até pH final de 11,0. A unidade de atividade lipasica foi definida como a quantidade de
enzima que produz 1 pmol de &cidos graxos por minuto sob condic¢des de ensaio padréo.

8. Determinacdo da Concentracdo de Proteina
O teor de proteina foi determinado segundo a metodologia descrita por Lowry et al., (1951).
9. Determinacdo da Umidade

A umidade foi determinada gravimetricamente através da desidratacdo da amostra, até
atingir peso constante.

10. Andlise Estatistica

A partir dos resultados obtidos procedeu-se a Analise de Variancia (ANOVA) utilizando o
programa Statistic 7.0. Em todas as anélises, para o valor de p< 0,10 as varidveis foram
consideradas como significativas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 ilustra os dados de atividade lipasica expressos em U/g de massa seca obtidos
nos ensaios contendo 6leo de oliva ou borra como fontes lipidicas. A maior atividade lipasica
(279,30 U/qg) foi obtida no ensaio 11 (0,5% de borra, 0,5 vvm de aeragdo, 80% de umidade e
10° de inoculo), enquanto que a menor atividade (77,60 U/g) foi obtida no ensaio 1 (0,5% de
borra, 1,5 vwm de aeracdo, 40% de umidade e 10® de in6culo).

A Figura 2 ilustra os dados de atividade especifica expressos em U/g de proteina obtida nos
ensaios contendo 6leo de oliva ou borra como fontes lipidicas. A menor atividade especifica
(1372,88 U/g) também foi observada no ensaio 1, contendo 6leo de oliva, enquanto que a
maior atividade especifica (7270,3178 U/qg) foi observada no ensaio 11 contendo borra.

Para a producédo de lipases contendo 6leo como fonte lipidica, verificou-se que a variavel
umidade do meio de producdo foi significativa (p< 0,10) de forma positiva, tanto para
atividade especifica como para a atividade enzimética, enquanto que as variaveis aeragdo e
concentracdo da fonte lipidica foram significativas (p<0,10) de forma negativa para a
atividade enzimatica em meio contendo borra, ou seja, esses resultados indicam que a borra,
provavelmente, € um indutor da sintese uma vez que a mais alta atividade foi obtida com a
menor concentracdo deste residuo, ou mesmo que altas concentragdes de borra trazem mais
inibidores/contaminantes para o meio de producéo inibindo desta forma a sintese da enzima.

Quanto o uso do 6leo de oliva, os resultados mostraram que a producéo da enzima néo foi
influenciada pela sua presenca. Este resultado é importante uma vez que a matéria prima é
responsavel por uma grande parcela do custo de produgdo de enzimas. Resultados similares
foram obtidos por Kamini et al., (1998) que estudaram diferentes fontes lipidicas para a
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producdo de lipases por Aspergillus niger, e constataram que a adi¢do de 6leo de oliva ndo
influenciou significativamente o processo de producéo de lipases.
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Figura 1: Valores de atividade lipasica U/g de massa seca, utilizando borra e éleo como
fontes lipidicas.
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Figura 2: Valores de atividade especifica U/g de proteina utilizando borra e 6leo como fontes
lipidicas.

CONCLUSOES

Como resultados preliminares, este planejamento experimental indicou quais sdo as
principais variaveis que influenciaram o processo de producdo da enzima lipase por um fungo
filamentoso isolado do ambiente. O aumento da umidade em meio contendo 6leo foi positivo
para a producdo da enzima enquanto que a concentra¢do da fonte lipidica e a aeragdo, em meio
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contendo borra, influenciaram de forma negativa a producdo da enzima significando que o
mesmo influencia em baixas concentragdes. Os niveis mais altos de atividade lipasica U/g
foram obtidos com a adi¢do de 0,5% borra, dessa forma os rejeitos da industria de refino do
6leo de milho podem ser empregados em concentra¢fes baixas para producdo de lipases.
Pretende-se elaborar outro planejamento experimental alterando os valores da aeragéo,
umidade e concentracdo da fonte lipidica, visando principalmente a reducdo dos custos e a
otimizacdo da producdo da enzima.
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