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Resumo. As lipases sdo enzimas utilizadas
em diversos setores industriais como o
alimenticio, farmacéutico e na industria
quimica. Estas enzimas catalisam reacGes de
hidrolise, esterificacdo, interesterificacdo e
transesterificacdo. A producdo de enzimas
por microrganismos é afetada por diversos
fatores, como o pH e a temperatura.
Objetivou-se neste trabalho produzir lipases
com fungos do género Aspergillus,
avaliando o efeito dos indutores e da
umidade utilizando processo em estado
solido. Foram utilizados 2 planejamentos
fatoriais completos (3% e 2%), inicialmente
selecionando-se 0 microrganismo e o0
indutor, e posteriormente avaliou-se a
influéncia da concentracdo de indutor e da
umidade. Na primeira etapa as maiores
atividades lipoliticas, de 24,171 U, foram
obtidas utilizando-se o fungo Aspergillus
niger em 6 dias de fermentacdo. As maiores
atividades lipoliticas foram encontradas
utilizando-se 6leo de soja como indutor. Na
segunda etapa as maiores atividades
lipoliticas foram encontradas nos pontos
centrais para 4 e 6 dias, com 65% de
umidade e 2% de 6leo de soja.

Palavras - chave: Lipases. Aspergillus.

1. INTRODUCAO

As lipases séo enzimas pertencentes a
familia das hidrolases que tém como funcdo
biologica  catalisar ~a  hidrdlise  de
triacilglicerdis insolGveis para gerar acidos
graxos livres, mono e diacilglicerois e
glicerol. Além desta funcéo, as lipases podem
catalisar reacoes de esterificacéo,
interesterificacdo e transesterificacdo em
meio ndo-aquoso (Houde et al., 2004). As
lipases possuem versatilidade nas aplicagdes,
facilidade de producdo em grande escala,

tornando-as  atrativas para  aplicacdes
industriais, tais como nas industrias de
alimentos, quimica, farmacéutica e de

producéo de biodiesel (Burkert et al., 2004).

Segundo Rivaldi et al. (2010), o
glicerol é o principal subproduto gerado na
producdo de biodiesel, tornando necessaria a
busca de alternativas para o uso do glicerol
bruto gerado. A conversdo microbiana de
glicerol por processos biotecnoldgicos em
produtos de maior valor agregado é uma
alternativa relevante para a maior valorizacao
da producdo de biodiesel. Embora o glicerol
seja assimilavel por bactérias e leveduras sob
condicGes aerdbicas e anaerdbicas para a
obtencdo de energia metabdlica, existem
poucos estudos utilizando glicerol para
producdo de lipases com obtencdo de
atividades lipoliticas significativas.
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Desta forma, objetivou-se produzir
lipases com fungos do género Aspergillus,
avaliando o efeito dos indutores (6leo de soja
e glicerol ndo residuais) e da umidade
utilizando processo fermentativo em estado
solido.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Microrganismos

Os fungos utilizados foram do género
Aspergillus, sendo: A. niger cepa O-4,
previamente isolada por Colla et al. (2009),
cepas A. niger e A. fumigatus, pertencentes
ao banco de cepas do Laboratério de
FermentacOes da Universidade de Passo
Fundo.

2.2. Condicdes experimentais

O meio de cultivo foi preparado a
partir da mistura de 85% de farelo de soja e
15% de casca de soja. 25 g da mistura foram
adicionadas em béqueres de polipropileno
tampados com manta acrilica hidrofébica. O
meio de cultivo foi autoclavado a 121°C por
20 min. A umidade foi acertada pela adicao
de agua destilada estéril, com posterior
adicdo de indutores. Estas variaveis foram
controladas segundo os niveis planejados. A
inoculacdo foi realizada com a adicdo de
ImL da solucdo de esporos para cada
béquer, correspondendo a uma concentracdo
final de 10" esporos/g de substrato. Os
experimentos foram incubados em estufa a
30°C, sendo realizada a coleta das amostras
(1g) para a determinacdo da atividade de
hidrolise.

Foram realizados 2 planejamentos
fatoriais completos, um 3° e um 2%
respectivamente. No  planejamento  3°
objetivou-se a selecdo de microrganismos (3
cepas citadas) e indutores (Gleo de soja,
glicerol e mistura de ambos) para a producéo
de enzimas com atividade de hidrolise em
condicOes fixas de umidade (65%), segundo
a Tabela 1. No planejamento 22, estudou-se a

influéncia da concentracdo de indutor

(melhor indutor do planejamento anterior) e

da umidade (entre 60 e 70%), segundo a

Tabela 2. Todos os experimentos foram

realizados em duplicata.

Tabela 1: Planejamento Fatorial Completo 3°
para a selecéo de fungos e indutores.

Exp. X1 (Fungo) X2 (Indutor)
-1(Aspergillus
1A Fumigattus) -1(2 % OS)

-1(Aspergillus
2A Fumigattus) 0(1 % Glicerol)

-1(Aspergillus 1(2 % OS, 0,5 %
3A Fumigattus) 0S)

4A O(Aspergillus niger) -1(2 % OS)

5A 0(Aspergillus niger) 0(1 % Glicerol)
1(2% OS, 0,5 %
6A O(Aspergillus niger) 0S)

1(Aspergillus niger
TA cepa O4) -1(2 % OS)

1(Aspergillus niger
8A cepa O4) 0(1 % Glicerol)

1(Aspergillus niger 12 % OS, 0,5 %
9A cepa O4) 0S)

Tabela 2: Planejamento Fatorial Completo 2°
para estudo da umidade e [ ] de indutor com
3 pontos centrais.

Exp X1(Umidade) X2 ([ ] Indutor)

1A -1(60 %) -1(0 %)
2A 1(70 %) -1(0 %)
3A -1(60 %) 1(4 %)
4A 1(70 %) 1(4 %)
5A 0(65 %) 0(2 %)
6A 0(65 %) 0(2 %)
7A 0(65 %) 0(2 %)
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2.3. Determinacdo da atividade de

hidrolise

A atividade lipolitica foi determinada,
em duplicata, através do método proposto
por Burkert et al. (2004). Uma unidade de
atividade lipolitica foi definida como a
quantidade de enzima que libera 1umol de
acido graxo por minuto por grama de farelo
fermentado Umido (1 U=1 pmol.min™.g™),
nas condi¢des do ensaio.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na primeira etapa as maiores
atividades lipoliticas ~ foram  obtidas
utilizando-se o fungo Aspergillus niger O-4,
de 24,171+6,232 U em 6 dias de
fermentagdo. Em relagdo ao indutor,
observou-se que as maiores atividades
lipoliticas foram encontradas utilizando-se
2% de 6leo de soja, com valores de atividade
lipolitica de 7,692+0,119 U, 1,030+0,266 U
e 24,171+6,232 U, para os fungos A.
fumigatus, A. niger e A. niger O-4,
respectivamente. Os lipidios séo indutores
essenciais para alta producdo de lipases e o
Oleo de soja, bem como de outros Oleos
vegetais como oliva e milho fontes de
carbono comumente utilizadas para a
producdo de lipase. Porém, devido ao alto
custo desses Oleos, e sua importancia como
alimento, torna-se importante o estudo de
fontes alternativas como o glicerol. Os
resultados do planejamento experimental
mostraram que o fungo A. niger O-4 com
adicdo de 2% Oleo de soja foi a melhor
condicdo testada. Estes resultados obtidos
estdo de acordo com os obtidos em Rigo
(2009), que na producdo de lipases por FES
com fungo  Penicillium 58F, com
suplementacdo do meio com uréia e 6leo de
soja obteve a maior atividade hidrolitica de
147U/g em 72 h.

A andlise de variancia dos resultados
de produtividade lipolitica indicou que as
variaveis estudadas foram significativas
(p<0,05) sobre a resposta, sendo o grafico de

interacdo de médias apresentado na Figura 1,
onde OS representa 0 0leo de soja e OS+G
representa 6leo de soja mais o glicerol. A
varidvel fungo apresentou efeito linear
positivo e efeito quadratico negativo, ambos
significativos  (p<0,05), corroborando as
conclusdes anteriores de que os melhores
resultados foram obtidos nos niveis
superiores desta variavel, ou seja, utilizando
o fungo Aspergillus niger O-4. Em relacéo a
variavel indutor, o efeito linear foi
significativo e negativo, indicando que
maiores produtividades foram obtidas no
nivel inferior desta variavel, ou seja, com a
utilizacéo de 6leo de soja.

6

—— Indutor [o}]
—-g-- Indutor Glicerol
4 =~ Indutor oS+ G

Produtividade (U/d)
-

A. famigatus A. niger
Fungo

Figura 1 - Produtividade de atividade
lipolitica em funcdo dos microrganismos e
indutores estudados no planejamento fatorial
completo 3°

A. niger O4

Os fungos filamentosos sdo
reconhecidos como sendo as melhores fontes
de lipases. As espécies melhores produtoras

descobertas  pertencem  aos  géneros
Geotrichum, Penicillium, Aspergillus e
Rhizomucor. O fungo selecionado nesta

fermentacdo pertence ao género Aspergillus,
sendo um promissor fungo para obtencao de
lipases.

Na segunda etapa do estudo as maiores
atividades lipoliticas, 11 U a 13 U, foram
obtidas nos pontos centrais do planejamento
(2% de 0leo de soja e 65% de umidade), em
6 dias de fermentacdo. A diminuicdo da
atividade lipolitica sugere a possibilidade da
producdo de proteases reduzindo os niveis de
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lipases extracelulares contidas no meio da
fermentagdo, comportamento este observado
em pesquisas anteriores sobre produgéo de
lipases microbianas (Di Luccio et al., 2004).
Isto também pode ter sido ocasionado pela
perda parcial da capacidade do fungo de
producdo lipases ou ainda pela possivel
presenca de inibidores no meio de cultivo.
Alguns autores demonstraram que a
suplementacdo muitas vezes ndo leva ao
aumento da producéo de lipases, devido ao
efeito de inibicdo por excesso de substrato
(Di Luccio et al., 2004). Esse fato foi
comprovado visto que nos  ensaios
adicionados de 2% de 6leo de soja, as
atividades lipoliticas foram  superiores
aquelas obtidas com 0% e 4% do indutor.

A analise dos efeitos estimados indicou
que a umidade nao foi significativa sobre as
atividades lipoliticas no tempo de 4 dias de
fermentagdo, enquanto em 6 dias esta
variavel apresentou efeito negativo, com
maiores atividades em 60% de umidade. O
aumento da umidade pode ocasionar a
compactacdo e saturacdo do  meio,
diminuindo a oxigenacdo e, portanto, o
crescimento fungico e a producéo de lipases.
A quantidade de agua é considerada 6tima no
ponto de saturacdo do substrato e pode
variar entre 30% e 85%, assim as
quantidades escolhidas de umidade estdo na
faixa prevista pela literatura. A concentracao
do indutor apresentou efeito negativo na
andlise dos efeitos em ambos os tempos de
fermentacdo, indicando que as maiores
atividades foram obtidas sem adicdo do
indutor ou na condicdo de adicdo de 2% do
indutor,  corroborando  os  resultados
anteriormente apresentados. A manuten¢do
da fermentacdo por 6 dias foi vantajosa
somente na condicdo de 60% de umidade
sem adicdo do indutor. Desta forma, ¢é
apropriada a finalizacdo do processo
fermentativo em 4 dias, diminuindo custos de
producdo com aumento da produtividade.
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CONSIDERACOES FINAIS

Na selegdo de fungos filamentosos
produtores de lipases, o fungo Aspergillus
niger foi 0 mais promissor, apresentando as
maiores atividade lipoliticas, adicionando-se
6leo de soja como indutor. Para o estudo das
varigveis concentracdo de umidade e
concentragdo de fonte de carbono, as
maiores  atividades lipoliticas ~ foram
encontradas nos pontos centrais para 4 e 6
dias, com 65% de umidade e 2% de dleo de
soja.
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