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RESUMO

O presente trabalho avaliou a producdo de lipase utilizando o fungo Aspergillus sp., que foi
identificado como um bom produtor da enzima. Foi utilizado como substrato no processo de
fermentacdo em estado sdlido, o subproduto da industria de processamento de canola, a torta
de canola. Para este estudo foi elaborado um delineamento composto central 22 e entdo
verificou-se que a melhor condicdo para a producdo de lipase utilizando o fungo Aspergillus sp.
tendo como substrato a torta de canola, foi de 60 % de umidade e, 2 % de ureia como fonte
suplementar de nitrogénio.
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INTRODUGAO
O uso de tecnologias enzimaticas € uma ferramenta promissora para sintese de
compostos de alto valor agregado. Dentre as diversas enzimas utilizadas industrialmente, as
lipases tem despertado interesse por apresentarem capacidade de catalisar reagdes em meios
organicos e aquosos, ou seja, em meios que apresentam condicdes restritas de agua’. Assim, as
lipases (EC 3.1.1.3) sdo enzimas hidroliticas capazes de catalisar a hidrolise de triacilglicerol para
diacilglicerol, monoacilgricerol, glicerol e &cidos graxos livres® e, além disso, apresentam elevado
potencial de aplicagao pela sua afinidade com uma ampla gama de substratos, pela sua
estabilidade frente a temperatura, pH e solventes orgénicos'. O atual interesse na producdo da
enzima esta associado a sua ampla aplicacdo na industria alimenticia, farmacéutica, na
producdo de biocombustiveis e no tratamento de &guas residudrias que contenham dleos’.
Porém, o fator limitante do uso das enzimas é o elevado custo da lipase comercial, com isso, a
producao de lipases a partir de micro-organismos filamentosos, utilizando a fermentacdao em
estado solido (FES) e tendo como substrato subprodutos agroindustriais (torta de canola), surge
com alternativa para diminuir consideravelmente os custos do processo®. Dentre estes micro-
organismos, pode-se citar o fungo Aspergillus sp. que apresenta-se como um bom produtor de
lipase extracelular por ter capacidade de fermentar uma grande variedade de matérias primas°.
O presente trabalho teve como objetivo avaliar a produgao de lipase microbiana, utilizando o
fungo Aspergillus sp., por meio da fermentacao em estado sdlido e tendo como substrato a torta
de canola. Buscou-se através da técnica de planejamento experimental determinar as variaveis
que podem influenciar o processo de fermentacao como: suplementacdo de nitrogénio e a
umidade do meio.
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MATERIAL E METODOS

Micro-organismo e preparo do inoculo.

Definiu-se como o micro-organismo de estudo o fungo Aspergillus sp. que foi isolado por
Rigo (2009) e identificado como um bom produtor de lipases microbianas. O meio de cultura
utilizado para a producdo de inéculo continha: amido solivel 2%, éleo de oliva 1%, extrato de
levedura 0,1%, CaCOs 0,5%, MgS0O, 0,025%, (NH4)SO4 0,5%, KH,PO, 0,05% e agar 2%, sendo
esta solucdo solubilizada e esterilizada a 1atm por 30 minutos. Apds a autoclavagem, inoculou-
se 0 meio com 100uL de suspensao de esporos do fungo Aspergillus sp., sendo entao incubados
por sete dias a 30°C. A coleta dos esporos para preparacao do indculo foi realizada adicionando-
se 20mL de solucao Tween 80 0,1% (v/v) e pérolas de vidro ao meio de cultura contendo
esporos. Desta solugao diluiu-se 1mL em um erlenmeyer contendo 100mL de solugcdo Tween 80
0,1% (v/v) para realizacao da contagem de esporos contidos no meio de cultura.

Substrato e Suplementos

Como substrato, utilizou-se na fermentacdo em estado sodlido (FES) o residuo da
industria de processamento de dleo de canola (torta de canola) e, a partir disto determinou-se o
teor de umidade da mesma (12,63%) segundo o Manual de Normas Analiticas do Instituto
Adolfo Lutz6. Como fonte suplementar de nitrogénio utilizou-se a ureia

Fermentacao em Estado Sdlido

Para o preparo do meio de fermentacao utilizou-se 10g de torta de canola (base seca)
em béqueres de polipropileno (600mL). A suplementacdo foi adicionada através de solucdo
preparada com agua deionizada, cuja concentragdo foi ajustada de acordo com a umidade final
desejada na torta, conforme teor de umidade previsto no planejamento experimental. O efeito
da umidade e suplementagao com nitrogénio foi avaliado na producdo de lipase através de um
delineamento composto central 22. Apds a adicdo do suplemento, os béqueres foram fechados
com manta acrilica e papel aluminio e esterilizados a latm por 30 minutos. Os béqueres
contendo 0 meio estéril foram entdo inoculados com uma concentracdo de esporos de 10°
esporos/g de torta seca, e incubados a temperatura de 27°C. As amostras foram retiradas
seguindo o intervalo de estudo das variaveis proposto pela literatura para o monitoramento da
umidade da torta e atividade lipasica (U).

Determinacgao de atividade hidrolitica

Apds o periodo de fermentagdao, a extracdo da enzima foi realizada utilizando tampao
fosfato de sédio 100mM ph 7,0 (45mL) em shaker com velocidade de 160 rpm a uma
temperatura fixa de 35°C por 30 minutos. ApOs extracdo o meio foi filtrado por prensagem
manual, obtendo-se o sobrenadante. Para a determinacdo da atividade hidrolitica utilizou-se
uma emulsdo de dleo de oliva 10% (m/v) e goma arabica 5% (m/v) em tampao fosfato de
sddio 100 mM pH 7,0. Adicionou-se em 18 mL da emulsdo 2 mL da amostra do sobrenadante.
Apds incubagdo por 15 minutos a 35 °C com agitacao e amostras em duplicata, a reagao foi
interrompida através da adicdo de solucdo de acetona-etanol (1:1 v/v). Os &acidos graxos
liberados durante a reagao foram titulados até pH 11,00 com solugdo 0,05M de NaOH. Uma
unidade de atividade lipasica é definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 ymol
de &cido graxo por minuto nas condicdes de reacdo’.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Através de resultados obtidos em um planejamento anterior (dados ndo mostrados)
constatou-se que ndo ha a necessidade de suplementagao de carbono, visto que este nao
apresentou efeito significativo. Assim, a partir destes resultados prop0s-se um novo
delineamento composto central (Tabela 1) a fim de avaliar os efeitos da umidade e da fonte de
nitrogénio (ureia), que foram as varidveis que se mostraram significativas no planejamento
anterior, fixando a temperatura de fermentacao em 27°C e finalizando o processo no tempo de
48 horas. A matriz do planejamento experimental e os resultados de atividade lipasica
encontram-se apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Matriz do planejamento experimental (valores reais e codificados) e resultados de
atividade lipasica produzida por Aspergilllus sp. em torta de canola apds 48 horas de fermentagdo a 27°C.

Umidade (%) Fonte de N Atividade Lipasica
Ureia (%) (U/g) *
60 (-1) 2(-1) 0,84
80 (1) 2(-1) 0,65
60 (-1) 6(+1) 0,00
80 (1) 6(+1) 0,00
70(0) 4(0) 0,34
70(0) 4(0) 0,30
70 (0) 4 (0) 0,32

*Unidade de Atividade lipasica por grama de torta seca.

A analise estatistica dos dados permitiu verificar que a variavel de maior influéncia na
atividade lipasica é a umidade do meio, porém a interacdo entre umidade e fonte de nitrogénio
também mostra uma influéncia positiva na producao da lipase. Assim foi possivel obter um
modelo matematico empirico que expressa o comportamento da atividade enzimatica em funcao
da umidade e da concentragao de ureia. O modelo matematico, apresentado na Equacao 1, foi
validado através da anadlise de variancia, sendo que o F calculado foi maior que o F tabelado e o
valor do R?> foi de 0,99. A partir do modelo matematico obtido, os valores preditos foram
calculados e observou-se desvios relativos inferiores a 10%.

Atividade Enzimatica = 0,35 — 0,05, Umidade — 0,37. Ureia + 0,048, Umidade. Ureia
Equacgao 1

A Figura 1 apresenta a superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) obtidas a partir da
validagdo do modelo matematico. Sendo assim, verificou-se que a melhor condicdo para a
producao de lipase utilizando o fungo Aspergillus sp. tendo como substrato a torta de canola, foi
de 60 % de umidade e, 2 % de ureia como fonte suplementar de nitrogénio.

Figura 1—(a) Superficie de resposta e (b) Curva de contorno da atividade lipasica em fungdo da
umidade da torta e da suplementagao do meio com ureia.
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos determinam que a umidade do meio de fermentacdo tem
influencia positiva resultando na maxima producdo de lipases. Porém pode-se concluir que para
a maxima producao de lipases deve-se utilizar além de altos teores de umidade uma fonte de
nitrogénio, pois a interacdo entre estas duas variaveis foi positiva. Na literatura ha poucos
relatos sobre a producdao de lipase por Aspergillus sp. utilizando a torta de canola como
substrato. Assim, ha a necessidade de mais estudos sobre as varidveis que influenciam esta
producao.
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