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RESUMO

O presente trabalho avaliou o processo de extracdo de lipase produzida pelo fungo Aspergillus
sp., identificado como um bom produtor da enzima. Para producdo da lipase, foi utilizado o
processo de fermentacdo em estado solido tendo como substrato a torta de canola, subproduto
agroindustrial resultante do processo de extracdo do Jdleo de canola. Buscou-se avaliar a
influéncia da temperatura e do pH de extracdo da enzima, para isso utilizou-se um delineamento
experimental a fim de avaliar o processo de extracdo. Os resultados obtidos mostraram que a
temperatura mais adequada para a extracdo das lipases é de 50°C e o pH, segundo andlise
estatistica ndo apresentou efeito significativo, na faixa estudada.
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INTRODUCAO

As lipases sao enzimas que tem capacidade catalitica na modificagdo de lipidios
esterificados, via hidrolise, esterificacdo e interesterificagdo, bem como na obtencdo de acidos
graxos especificos ou glicerideos de dleos vegetais!. O atual interesse na producdo da enzima
provém de sua vasta aplicacao nas industrias alimenticia, farmacéutica, na producdo de
biocombustiveis e no tratamento de 4guas residuarias que contem dleos®. Um dos limitantes ao
uso das lipases pela industria é o elevado custo das lipases comerciais, 0 que impulsiona o
desenvolvimento de pesquisas relacionadas a producao desta enzima a partir de micro-
organismos filamentosos, utilizando a fermentacdo em estado sdélido (FES) e tendo como
substrato subprodutos agroindustriais (torta de canola), que além de agregarem valor a
materiais de baixo custo no mercado, podem reduzir os custos de produgdo da enzima®. O
fungo Aspergillus sp., tem sido citado como um bom produtor de lipase extracelular por ter
capacidade de fermentar uma grande variedade de matérias primas’. Uma das etapas da
producdo € a extracao da enzima do meio sdlido, sendo de fundamental importancia a
otimizacdo das condicbes dessa etapa, pois através dela pode-se definir as condicdes que
conduzem a maxima atividade enzimatica, determinar as faixas de atuacdo das lipases e,
consequentemente, definir as suas possiveis aplicacdes®. O presente trabalho teve como
objetivo avaliar a extracdao de lipase microbiana, utilizando o fungo Aspergillus sp., por meio da
fermentagdo em estado sdlido e tendo como substrato a torta de canola. Tendo em vista que os
principais fatores que influenciam o processo de extracao sodlido-liquido sao o pH e a
temperatura®, buscou-se determinar a influéncia desses fatores durante a extracdo, a fim de
otimizar o processo.
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MATERIAL E METODOS

Micro-organismo

Neste estudo utilizou-se o fungo Aspergillus sp. isolado por Rigo (2009) e identificado como bom
produtor de lipases. O meio para a producdo de indculo continha: amido soltvel 2%, dleo de
oliva 1%, extrato de levedura 0,1%, CaCO; 0,5%, MgSO, 0,025%, (NH4)SO4 0,5%, KH,PO,
0,05% e agar 2%, sendo esta solugao solubilizada e esterilizada a 1 atm por 30 minutos. Apds a
esterilizacdo o meio foi entdao inoculado com 100umL de suspensdo de esporos do fungo
Aspergillus sp., sendo entao incubados por sete dias a 30°C. Os esporos utilizados no preparo
do indculo foram coletados através de adigao de 20mL de solucao Tween 80 0,1% (v/v). Desta
solucao diluiu-se 1mL em um erlenmeyer contendo 100ml de solugao Tween 80 0,1% (v/v) para
realizacao da contagem de esporos contidos no meio de cultura.

Fermentacao em Estado Sdlido

Como substrato, foi escolhido residuo da industria de processamento de éleo de canola (torta de
canola). O meio de fermentacao foi preparado usando-se 10g de torta de canola (base seca) em
béqueres de polipropileno (600mL). A torta foi suplementada com 2% de nitrogénio dissolvido
em solucdo preparada com agua deionizada, cuja concentracdo, de agua na torta, foi ajustada
de acordo com a umidade final desejada, sendo ela de 60%. A temperatura de fermentacao foi
fixada em 27°C. Apos a adicdo do suplemento, os béqueres foram fechados e esterilizados a
latm por 30 minutos. As condicdes acima foram definidas com base em resultados obtidos
preliminares durante a pesquisa, sendo que a temperatura foi fixada através de resultados
encontrados na literatura. Os béqueres contendo o meio estéril foram entdo inoculados com
uma concentracdo de esporos de 10® esporos/g torta seca, estes foram incubados em
temperatura de 27°C. As amostras foram retiradas em 48h de fermentacdo, apds a coleta fez-se
a medigao do pH, umidade da torta e atividade lipasica.

Avaliacao das Condicoes de Extracao

Para o estudo do processo de extracdo da enzima utilizou-se a técnica do planejamento
experimental. As variaveis investigadas foram o pH do solvente (6, 7, 8) e a temperatura (30,
40, 50° C). A variavel dependente utilizada foi a atividade hidrolitica da lipase no extrato bruto.
A extracao foi efetuada em frascos de erlenmeyer (250 mL) pela adicao de um tampao de
fosfato de sddio em condicdes experimentais estabelecidas no planejamento experimental. As
amostras (10 g) foram agitados num agitador orbital durante 30 minutos a 165 rpm, condigao
determinada em trabalhos anteriores’. A separacdo da fase liquida foi realizada através de
filtracao manual. O sobrenadante foi utilizado para a determinacao da atividade de lipase para
cada ensaio. Todos os ensaios foram realizados em duplicata. A andlise estatistica dos
resultados obtidos foi realizada através do software Statistica® (StatSoft Inc., Tulsa, EUA, versdo
7.0).

Determinacgao da atividade hidrolitica

A determinacdo da atividade hidrolitica foi realizada utilizando uma emulsao de 6leo de oliva 10
% (m/v) e goma arabica 5 % (m/v) em tampao fosfato de sddio 100 mM pH 7,0. Adicionou-se a
18 mL de emulsdo, 2 mL da amostra do extrato bruto. Apds incubagao por 15 min. a 37 °C com
agitacao, a reacao foi interrompida através da adicao de solugao de acetona-etanol (1:1 v/v). Os
acidos graxos liberados durante a reacdo foram titulados até pH 11 com solugdo 0,05 M de
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NaOH. Sendo que uma unidade de atividade hidrolitica é definida como a quantidade de enzima
capaz de liberar 1 pmol de &cido graxo por minuto nas condigdes de reacdo®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Quando se trabalha com enzimas alguns parametros sao determinantes na busca por
elucidar a melhor condigao para a obtencao destes biocatalisadores. Dentre os diversos fatores
que influenciam no processo de extracao das enzimas produzidas por fermentacao em estado
sdlido, destacam-se pH e a temperatura. Além disso, a estabilidade térmica da enzima, que é
uma funcdo do tempo de exposi¢do, devem igualmente ser consideradas®.

A Tabela 1 apresenta a matriz do planejamento experimental utilizada nos ensaios, bem
como os resultados para a variavel dependente atividade hidrolitica nas diferentes condiges
avaliadas. Através destes resultados juntamente com a analise estatistica apresentada na Figura
1(a), é possivel verificar que a temperatura apresenta um efeito positivo na atividade da
enzima, sendo que a maior atividade (2,54 U/g) foi obtida quando se utilizou a temperatura de
50°C e tampao em pH 8.

Tabela 1 - Matriz do planejamento experimental (valores reais e codificados) e resultados de
atividade lipasica para os tempos de 48horas de fermentacao.

Ensaio Temperatura (°C) pH Atividade hidrolitica (U/g)
1 30 (-1) 6 (-1) 1,58
2 50 (+1) 6 (-1) 2,37
3 30 (-1) 8 (+1) 1,74
4 50 (+1) 8 (+1) 2,54
5 40 (0) 7 (0) 1,27
6 40 (0) 7 (0) 1,33
7 40 (0) 7 (0) 1,22

O grafico de Pareto (Figura 1a), mostra uma correlacao positiva para a temperatura e
negativa para a variavel pH. Porém, ao analisar a Figura 1b, nota-se que ha aumento da
atividade lipasica nos extremos de pH (6 e 8), e uma diminuicdo da atividade no pH 7.

Figura 1 — (a) Efeito das varidveis de estudo - Atividade hidrolitica (48 horas de fermentagao)
com 95% de certeza conforme as condigdes estabelecidas no planejamento experimental.
(b) Variacao de atividade lipasica para os pHs testados em diferentes temperaturas.
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CONCLUSOES

Visando o maximo rendimento na producao de enzimas microbianas, o estudo da extracao
destas apds o processo fermentativo mostra-se de extrema relevancia. Desse modo, a
metodologia utilizada mostrou-se Util na avaliacdo da extracao de lipase hidrolitica produzida por
Aspergillus sp. em fermentagdo em estado sdlido. A condicdo que maximizou a extracao foi
utilizando tampao fosfato de sédio 100mM pH 8 e temperatura de 50°C, atingindo-se uma
atividade média de 2,54 U/g.
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