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RESUMO

As lipases e os biossurfactantes sdo compostos produzidos por microrganismos através de
fermentagbes em estado sélido (FES) ou sumberso (FSm), os quais sdo aplicaveis nas
industrias alimenticia e farmacéutica, na bioenergia e na biorremediacao, entre outras. O
objetivo geral deste trabalho foi otimizar a producao de lipases através de fermentacdo em
estado solido e fermentacdo submersa. Os fungos foram selecionados quanto a habilidade
de producao de lipases através de FES e FSm e aqueles que apresentaram as maiores
atividades lipoliticas foram utilizados na selegao de variaveis significativas e na otimizagao
da producgéao de lipases nos dois modos de cultivo. Foram empregadas técnicas sequlenciais
de planejamento experimental, incluindo planejamentos fracionarios, completos e a
metodologia de superficie de resposta para a otimizagdo da produgdo de lipases. As
variaveis estudadas na FES foram o pH, o tipo de farelo como fonte de carbono, a fonte de
nitrogénio, o indutor, a concentragao da fonte de nitrogénio, a concentragdo do indutor e a
cepa do fungo. Na FSm, além das variaveis estudadas na FES, estudaram-se as variaveis
concentracdo inicial de inéculo e agitagdo. As enzimas produzidas foram caracterizadas
quanto a temperatura e pH étimos e quanto a estabilidade a temperatura e pH. Nas
condi¢cdes otimizadas de producéo de lipases, foi avaliada a correlagao entre a producao de
lipases e bioemulsificantes. Inicialmente foram isolados 28 fungos. Os fungos Aspergillus O-
4 e Aspergillus E-6 foram selecionados como bons produtores de lipases no processo de
fermentagdo em estado sélido e os fungos Penicillium E-3, Trichoderma E-19 e Aspergillus
0O-8 como bons produtores de lipases através da fermentacdo submersa. As condicbes
otimizadas para a producdo de lipases através de fermentacdo em estado sélido foram
obtidas utilizando-se o fungo Aspergillus O-4, farelo de soja, 2% de nitrato de so6dio, 2% de
azeite de oliva e pHs inferiores a 5, obtendo-se atividades lipoliticas maximas de 57 U. As
condi¢cdes otimizadas para a producao de lipases na fermentacao submersa foram obtidas
utilizando-se o fungo Aspergillus O-8, farelo de trigo, 4,5% de extrato de levedura, 2% de
6leo de soja e pH 7,15. A méaxima atividade obtida durante a etapa de otimizacéo foi 6 U. As
lipases obtidas por FES apresentaram atividades méaximas a 35°C e pH 6,0, enquanto que
as obtidas por FSm apresentaram o6timos a 37°C e pH 7,2. A estabilidade térmica das
lipases produzidas via FSm foi superior a das lipases obtidas via FES, com atividades
residuais de 72% e 26,8% apo6s 1h de exposigcao a 90°C e 60°C, respectivamente. As
lipases obtidas via FES foram mais estaveis em pH’s alcalinos, com atividades residuais
superiores a 60% apos 24 h de exposicao, enquanto as lipases produzidas via FSm foram
mais estéveis em pH’s 4cidos, com 80% de atividade residual na faixa de pH entre 3,5 e 6,5.
Na fermentagcdo submersa a correlagdo entre a producdo de lipases e a atividade



emulsificante 6leo em agua (O/A) e agua em o6leo (A/O) dos extratos foi 95,4% e 86,8%,
respectivamente, obtendo-se atividades emulsificantes maximas O/A e A/O de 2,95 UE e
42,7 UE. Embora a maior producéo de lipases tenha sido obtida na fermentacao em estado
sélido, ndo houve producao concomitante de biossurfactantes. Os extratos da fermentagéao
submersa apresentaram reducdo da tensdo superficial de 50 mN m™ para 28 mN m™ e
atividade antimicrobiana frente ao microrganismo S. aureus ATCC 25923, com potenciais
antimicrobianos de 36 a 43% nos trés primeiros dias de fermentacdo. A fermentacao
submersa foi a técnica que apresentou os melhores resultados de otimizagdo da producao
de lipases, bem como de producéao simultdnea de biossurfactantes.

PALAVRAS-CHAVE: fermentacdo em estado soélido, fermentacdo submersa,
biossurfactantes, lipases.



ABSTRACT

Lipases and biosurfactantes are compounds produced by microrganisms by solid state (SSF)
and submerged fermentations (SmF), being applied in food and pharmaceutical industries, in
bioenergy and bioremediation, between others. The aim of this thesis was to optimize the
production of lipases through solid state and submerged fermentations. The filamentous
fungi were selected by the ability of production of lipases in solid-state and submerged
fermentations and those that presented the highest lipolitic activities were used in the
screening of significant variables and optimization of the lipases production in the both
culture modes. The screening of variables and the optimization of lipase production were
accomplished using sequential techniques of experimental design, including fractionary and
complete designs and the response surface methodology. In solid state fermentation, the
variables pH, bran, nitrogen source, inductor, concentration of the nitrogen source and
inductor, and fungi were studied. In submerged fermentation beyond the variables studied in
SSF, it were studied the initial inoculum concentration and agitation. The enzymes produced
in the optimized conditions were characterized about its optimal temperature and pH and
about its stability in front of temperature and pH. In the optimized conditions of lipase
production, the correlation between lipases and bioemulsifiers production was verified. A
total of 28 fungi were isolated, being selected as good producers of lipases in solid state
fermentation the fungi Aspergillus O-4 and Aspergillus E-6, and as good producers of lipases
in submerged fermentation the strains Penicillium E-3, Trichoderma E-19 and Aspergillus O-
8. In solid state fermentation, optimized conditions of lipase production were obtained using
the fungi Aspergillus O-4, soy bran, 2% of sodium nitrate, 2% of olive oil and pHs varying of
3.5 to 4.5, being obtained maximal lipolitic activities of 57 U. The optimized conditions in
submerged bioprocess were obtained using the fungi Aspergillus (O-8), wheat bran, 4.5% of
yeast extract, 2% of soy oil and pH 7.15, being the maximal activities of 6 U. The optimal
activities of lipases produced in solid-state bioprocess were obtained in pH 6.0 and
temperature of 35°C and for the lipases produced in submerged fermentation at 37°C and pH
7.2. Lipases produced by SmF were more stable than those produced by FES, with residual
activities of 72% and 26.8% after one hour of exposition at 90°C and 60°C, respectively.
Lipases obtained by FES presented higher stability in alcaline pH’s, with residual activities of
60% after 24 h of exposition, while lipases obtained in SmF were more stable in acid pH’s,
with 80% of residual activities in pH’s between 3.5 and 6.5. Lipases obtained in submerged
bioprocess presented maximum activities at 37°C and pH 7.2, freezing stability at -20°C
during 90 days, 80% of stability in pH of 3.5 to 6.5 and 50% of stability in pH of 7 to 10. With
respect of temperature stability, the lipases maintained 72% of residual activity in



temperatures of 70 to 90°C, being these good characteristics to industrial applications. In the
submerged bioprocess the correlation of lipase production and the oil/water and water/oil
emulsifier activity of the extracts were 95.4 and 86.8%, respectively, obtaining maximal
emulsifier activities oil/water and water/oil of 2.95 UE and 42.7 UE. In the solid-state
bioprocess, besides the best productivities of lipase production were obtained, no production
of biosurfactants was observed. The extracts of submerged fermentation presented reduction
of superficial tension of 50 to 28 mN m™ and antimicrobial activity against the S. aureus
ATCC 25923, with antimicrobial potentials of 36 to 43% until the third days of bioprocess.
The submerged bioprocess presented the best results in the optimization of lipases
production, as well as in the simultaneous production of biosurfactants. Lipases and
biosurfactants produced can be applied in food and pharmaceutical industries or in cases of

bioremediation.

KEY-WORDS: lipase, biosurfactants, solid state bioprocess, submerged biprocess



CAPITULO I: INTRODUGAO GERAL



1.1.  INTRODUCAO

Os processos biotecnolégicos sdo considerados como uma alternativa consistente
para a geracao de bens e servicos, o que vem ao encontro com a necessidade da
implementagao de tecnologias baseadas em matérias-primas renovaveis e adequadas sob o
ponto de vista energético e de preservacao do meio ambiente.

Os bioprocessos sao definidos como aqueles em que ha utilizacdo de
microrganismos (fungos, bactérias) e/ou enzimas, podendo ter como objetivo a sintese de
compostos quimicos intracelulares (proteinas) ou extracelulares (antibidticos, alcool), a
producéo de biomassa (fermento de panificagao, single cell protein), de alimentos (bebidas),
de energia (biogas, etanol, biodiesel) ou ainda a degradacdo biolégica de efluentes
(degradagdao da matéria poluente pelos microrganismos) e a despoluicdo ambiental
(biorremediagao), sendo usados para a obtengdo de produtos com diferentes valores
comerciais.

As lipases (triacilglicerol-acil-hidrolases) sdo enzimas que catalisam a hidrdlise total
ou parcial de triacilgliceréis (TAG) fornecendo diacilgliceréis (DAG), monoacilgliceréis
(MAG), glicerol e &cidos graxos livres. As lipases podem catalisar reagoes de esterificagao,
interesterificag@o e transesterificagdo em meios ndo aquosos, acilagdo de mentdis e glicois
e sintese de peptidios. Sdo aplicaveis nas industrias de alimentos, detergentes,
farmacéutica, téxtil, cosméticos e papel, na sintese enzimatica de biossurfactantes, na
industria oleoquimica, na industria de couros, podendo ser aplicaveis ainda na produgéo de
biodiesel, em exames diagndsticos, em aplicacbes médicas, como biosensores, na
producdo de cosméticos, na resolu¢cdo de misturas racémicas, na industria farmacéutica e
de pesticidas e agroquimicos, na produgcado de polimeros biodegradaveis, na producédo de
aromas e no processamento de chas (HASAN et al., 2006; HOUDE et al., 2004; SHARMA et
al., 2001).

Os biossurfactantes sdao compostos ativos em superficies produzidos por
microrganismos e que tém recebido crescente interesse nas Ultimas décadas pelas
vantagens que possuem sobre os surfactantes quimicos, tais como biodegrabilidade, baixa
toxicidade, produgéo a partir de fontes renovaveis, funcionalidade sob condi¢cdes extremas
de pH e temperatura e estabilidade (VAN DYKE et al., 1991). O potencial de aplicacdo dos
biossurfactantes baseia-se em suas propriedades funcionais que incluem emulsificagéo,
demulsificagdo, separacao, solubilizacdo e reducdo da tensdo superficial. Essas
propriedades sdo aplicadas na agricultura, na constru¢éo civil, em industrias de alimentos,
papel, metal, téxteis, farmacéuticas, na industria petrolifera e em casos de biorremediagéo
(MULLIGAN et al., 2001; BANAT et al., 2000).



As lipases e os biossurfactantes sdo compostos produzidos por microrganismos
(bactérias, leveduras e fungos) através de fermentacdo submersa ou fermentacdo em
estado sélido, com a finalidade de metabolizacdo de substratos oleosos. Em ambos os
casos, a utilizacdo destes biocompostos apresenta inimeras vantangens com relacéo a
utilizacao de similares de origem ndo microbiana, no entanto, os custos de producgéo ainda
consistem em um impeditivo a sua mais ampla utilizagdo. Assim, o estudo de métodos de
cultivo associados a selecao de novas cepas produtoras e ao estudo de meios de cultivo de
baixo custo, que utilizem em especial residuos agroindustriais, consiste em uma alternativa
para a melhoria deste contexto. Da mesma forma, o uso de métodos estatisticos associados
aos estudos biotecnoldgicos pode proporcionar a reducao de custos nas etapas de pesquisa
e desenvolvimento, além das vantagens relacionadas a técnica em si, da possibilidade de
estudo de inUmeras variaveis que influenciam nos bioprocessos, bem como da interagao
entre elas.

Os fungos filamentosos, dentre os microrganismos com habilidade de produgéo de
lipases e biossurfactantes, devido as suas caracteristicas morfoldgicas e de metabolismo
essencialmente heterotréfico, a sua resisténcia e sobrevivéncia em condicoes adversas, a
sua diversidade de géneros e espécies, necessitam ser mais bem estudados.

O fato de que os microrganismos, em especial os fungos filamentosos, possuam a
capacidade de adaptarem-se em condi¢ées ambientais e nutricionais adversas, faz com que
solos contaminados com residuos oleosos ou efluentes industriais ricos nestes compostos,
sejam uma possivel fonte de fungos produtores de lipases e biossurfactantes, devido estes
ja encontrarem-se adaptados a estes ambientes.

As lipases e o0s biossurfactantes sdao produtos do metabolismo microbiano
relacionados a metabolizacdo de residuos oleosos, no entanto, poucos estudos foram
encontrados em que a producdo de lipases e biossurfactantes tenha sido relatada
concomitantemente, havendo a necessidade de melhor elucidar esta relagao.



1.2. JUSTIFICATIVAS

As enzimas sdo catalisadores bioldégicos que atuam em condicbes brandas de
reacdo, inversamente as condi¢des requeridas pelos catalisadores quimicos. Apresentam
aplicacoes em diversos campos industriais, tais como na produgdo de polpa e papel,
matérias téxteis, cosméticos e produtos quimicos, na producado de alimentos, detergentes,
em aplicagbes medicas e farmacéuticas, entre outros. As enzimas mais utilizadas séo as
amilases, as celulases, as lipases, as pectinases, as proteases e as xilanases.

O mercado industrial de enzimas continua crescendo devido a implementacao de
novas tecnologias de produgdo, ao uso da engenharia genética na produgdo e ao
surgimento de novos campos de aplicacdo. Em 2004, houve uma demanda industrial de
enzimas de 2,5 bilhées de dblares, com um crescimento anual de 5 a 10%. Mais de 90% do
mercado de vendas de enzimas encontra-se nos EUA, Europa e Japao. Espera-se que o
mercado global de enzimas em 2012 seja de 2,7 bilhdes de dolares (IYER e
ANANTHARAYAN, 2008). A distribuicao do mercado de enzimas segundo suas aplicagbes €

apresentada na Figura 1.
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Figura 1 Distribuicado do mercado global de enzimas em varios setores industriais

As maiores aplicagdes das enzimas encontram-se na medicina, na industria téxtil, de
alimentos e bebidas e recentemente para fins analiticos. As industrias de detergentes (17%),
alimentos e ragbes (17%), téxtil (8%) e farmacéutica (41%) sdo as industrias que mais
utilizam as enzimas produzidas. O uso de enzimas imobilizadas como biosensores possui
potencial em analises clinicas, industriais e ambientais. Todavia, o impacto das enzimas na
industria é ainda limitado devido aos elevados custos de produgéo e purificagdo. Apesar das



vantagens do uso de enzimas, como a elevada especificidade (molecular e quiral), atividade
em condicOes brandas e a biodegradabilidade, as desvantagens provindas da instabilidade
e dificuldades de producado, processamento e estocagem, contribuem com os elevados
custos (IYER e ANANTHARAYAN, 2008). Desta forma, justifica-se o estudo de processos
que visem a utilizacdo de substratos de baixo custo para a producédo das enzimas, bem
como a otimizagdo da produtividade enzimdtica no meio de cultivo e a caracterizagdo da
enzima, a fim de que esta possa ser utilizada em condi¢des reacionais 6timas, aumentando
a conversao de substratos em produtos.

As lipases sdo enzimas que apresentam aplicacdes em diversos setores industriais,
como na industria de detergentes, alimentos, quimica, farmacéutica, cosméticos, papel,
limpeza e couro (SHARMA et al.,, 2001). Na industria alimenticia pode ser utilizada na
panificacdo, no desenvolvimento de aromas, na producdo de lipidios estruturados, na
producédo de bebidas, no tratamento de efluentes destas mesmas industrias, entre outros.
Apresentam ainda importante aplicagdo no setor de bioenergia, na produgdo de
biocombustiveis, setor em expansdo, dada a preocupagdo mundial com a utilizagao
energias renovaveis devido aos crescentes esforcos com os cuidados ao meio ambiente.

Apesar das lipases poderem ser obtidas de fontes variaveis, como de animais,
vegetais e microrganismos (COLEN, 2006), aquelas produzidas por microrganismos
possuem propriedades diversificadas quanto as suas propriedades enzimaticas e
especificidade pelo substrato, o que possibilita que possuam iniUmeras vantagens para a
aplicacao em processos industriais, tais como:

a) uma grande quantidade de lipases purificadas disponiveis;

b) facilidade de producdo em massa;

¢) maior estabilidade frente as lipases extraidas de fontes vegetais ou animais;

d) as lipases sao ativas em condigdes ambientais requeridas em reacdes a elevadas
temperaturas e pressées, sendo vantajosos sob o ponto de vista industrial;

e) Devido a especificidade enzimdtica, ndo ha a formacdo de subprodutos
indesejaveis;

f) As lipases permanecem ativas em solventes organicos;

g) Quando imobilizadas, as lipases podem ser utilizadas em reatores com
temperaturas da ordem de 70°C durante longos periodos (HASAN et al., 2006).

A producao de enzimas por microrganismos via biotecnologia pode ser realizada
através de fermentagdo submersa ou em estado soélido. Historicamente, a produgéo de
lipases tem sido realizada comercialmente via fermentagdo submersa, utilizando
principalmente bactérias e leveduras. Entretanto, a produgdo de enzimas por fungos
filamentosos pode ser melhorada através da selegdo de cepas produtoras e do estudo de
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meios de cultivo que otimizem a produgéo, sendo as técnicas estatisticas uma das formas
de implementar a performance de sistemas e aumentar o rendimento destes sem o aumento
dos custos. Os estudos envolvendo processos fermentativos podem ser influenciados por
inomeras variaveis, tais como as condicbes ambientais, de meio de -cultivo e
microrganismos, o que justifica o uso de técnicas sequenciais de planejamento experimental
e otimizagcdo, a fim de estudar o maior numero de varidveis com menor nuimero de
experimentos, mantendo a confiabilidade estatistica.

Os fungos filamentosos compéem o grupo microbiano com maior niumero de
espécies e apresentam imensa variedade quanto a morfologia e aos atributos fisiol6gicos e
bioquimicos. Os fungos tém sido reconhecidos como os melhores produtores de lipases e
atualmente inUmeras patentes envolvendo aplicagao de lipases fungicas tém sido requeridas
(COLEN, 2006).

A enorme potencialidade de aplicacdo de lipases, e a produgdo variavel entre
microrganismos e espécies, justificam a procura por novas linhagens produtoras, bem como
a caracterizagdo das enzimas produzidas, uma vez que o conhecimento das condicdes
6timas de atividade e da estabilidade da enzima é de fundamental importancia para a
definicao das areas de aplicagao destas.

A producado mundial de surfactantes no ano 2000 alcangou de 17 a 19 Mt com
expectativas de crescimento de 3 a 4% globalmente e 1,5 a 2,0% na Unido Européia
(DELEU e PAQUOT, 2004). Embora quase todos os surfactantes utilizados sejam
quimicamente derivados do petroleo, o interesse pelos biossurfactantes (surfactantes
produzidos por microrganismos), tem aumentado devido as possibilidades que estes
oferecem, a producdo através de fermentacdes (KIM et al., 2000) e suas potenciais
aplicacoes em areas como a industria do petréleo, a biorremediacado (PAUL et al., 2007), a
industria farmacéutica (NITSCHKE e PASTORE, 2002) e de alimentos (NITSCHKE e
COSTA, 2007).

Na industria de alimentos, os biossurfactantes constituem uma alternativa a utilizagéo
de emulsificantes sintéticos, indo ao encontro a tendéncia mundial de substituicdo de
aditivos sintéticos pelos naturais, visto apresentarem menor toxicidade e maior
biodegradabilidade. Apesar disso, o uso em alimentos ainda é limitado, havendo a
necessidade da realizacdo de estudos que viabilizem esta aplicagéao.

Os biossurfactantes possuem diversas vantagens sobre os surfactantes quimicos,
tais como a biodegrabilidade, baixa toxicidade, produgao a partir de fontes renovaveis,
funcionalidade sob condi¢des extremas de pH e temperatura e estabilidade (VAN DYKE et
al.,, 1991). Outras vantagens consistem no fato de serem produzidos utilizando substratos
simples e de baixo custo, de alguns biossurfactantes ndo serem facilmente obtidos via
sintese quimica e dos biossurfactantes poderem ser obtidos de acordo com a aplicagao
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requerida apenas pela modificagdo de métodos e meios de cultivo (CAMEOTRA e BOLLAG,
2003).

Entretanto, apesar das vantagens dos biossurfactantes sobre os surfactantes
sintéticos, a produgcdo dos mesmos pode custar até 50 vezes mais, dependendo do tipo e
grau de pureza requerido (DELEU e PAQUOT, 2004), sendo necessario o desenvolvimento
de estratégias a fim de facilitar a sua producao, tais como a reducao dos custos de producéo
(selecao de microrganismos através da engenharia metabdlica, processos de purificagao), o
desenvolvimento de rotas alternativas de producao (biotransformacao de produtos naturais)
e pela valorizagao de suas propriedades especificas (DELEU e PAQUOT, 2004).

As lipases e os biossurfactantes consistem em biocompostos associados ao
metabolismo de residuos oleosos pelos microrganismos. Além disso, as lipases tém sido
aplicadas na sintese enzimatica de ésteres de aguUcares, 0s quais sdo compostos com
atividade biossurfactante e emulsificante e, tanto as lipases quanto os biossurfactantes, tém
sido produzidos por microrganismos via processos biotecnolégicos, geralmente a partir de
meios de cultivo contendo compostos lipidicos como indutores. Apesar disso, nao ha relatos
de estudos da avaliagdo concomitante destes compostos durante as fermentagoes,
justificando o estudo da correlagéo entre a producéo de lipases e biossurfactantes.
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1.3. OBJETIVOS

1.3.1. OBJETIVO GERAL

Otimizar a producdo de lipases através de fermentacdo em estado sélido e

fermentagao submersa.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos foram:
a) Isolar fungos produtores de lipases a partir de solo contaminado com éleo diesel e
efluente de laticinios;
b) Selecionar fungos produtores de lipases via fermentagdo em estado sélido e fermentagao
submersa;
c¢) Otimizar a produgao de lipases através de fermentacdo em estado solido e fermentagao
submersa;
d) Caracterizar as lipases produzidas nos dois modos de cultivo;
e) Nas condi¢cbes otimizadas de producdo de lipases, estabelecer a correlagdo entre a
producéo de lipases e biossurfactantes.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. BIOPROCESSOS

Os bioprocessos sao aqueles em que se utiliza 0 metabolismo de microrganismos ou
parte destes, como as enzimas, para a producdo de bens e servicos. Estes processos
podem ser aerdbios ou anaerdbios, dependendo do microrganismo, além de poderem ser
realizados em modo submerso ou em estado sélido e conduzidos de forma descontinua,
descontinua alimentada, semi-continua ou continua.

Os bioprocessos submersos, também conhecidos como processos de fermentacao
submersa (FSm), consistem naqueles em que o microrganismo € introduzido em um meio
liquido na forma de um indculo, sendo o meio contido em fermentadores providos de
agitacdo e aeracao (microrganismos aerobios) (REGULY, 2000) e outros controles, tais
como: medidores de pH, temperatura, concentracdo de oxigénio dissolvido, entre outros. Os
nutrientes encontram-se dissolvidos no meio liquido tornando-se facilmente acessiveis para
utilizagéo pelos microrganismos.

Os bioprocessos em estado sélido ou de fermentagdo em estado sélido (FES) sédo
definidos como aqueles que envolvem sélidos na auséncia ou quase auséncia de agua livre;
todavia, os substratos devem possuir umidade para suportar o crescimento e metabolismo
dos microrganismos. A atividade de agua do meio tem sido considerada como um parametro
fundamental para a transferéncia de massa de agua e dos solutos através das células
microbianas. O controle deste parametro pode ser utilizado para modificar a producao
metabdlica ou excrec¢do do produto pelo microrganismo (PANDEY, 2003).

Segundo Raimbault (1998), os processos em estado sélido devem apresentar as
seguintes propriedades:

a) uma matriz sélida e porosa que pode ser biodegradavel ou ndo e que apresente
uma elevada area superficial por volume, na ordem de 10° a 10°® m?.cm®, para possibilitar o
crescimento microbiano na interface sélido/gas;

b) a matriz deve absorver agua um ou mais vezes 0 seu peso seco € a atividade de
agua deve ser suficiente para permitir os processos bioquimicos a altas taxas;

c) ar ou oxigénio deve fluir facilimente através da matriz;

d) a interface sélido-gas deve ser um bom habitat para o rapido desenvolvimento de
fungos, leveduras e bactérias, puros ou em culturas mistas;

e) as propriedades mecanicas da matriz solida deve permitir compressdo ou leve
agitagao;
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f) a matriz ndo deve estar contaminada por inibidores da atividade microbiana e deve
ser capaz de absorver ou conter nutrientes disponiveis para a atividade microbiana, como

carboidratos, fontes de nitrogénio e sais minerais.

Os principais aspectos apontados por Pandey (2003) para a condugao de processos
em estado sélido sdo o microrganismo, o substrato e os parametros do processo.

Os microrganismos utilizados na fermentacdo em estado sélido restringem-se
aqueles capazes de crescer em baixas atividades de agua, principalmente fungos e
leveduras. Todavia, o uso de bactérias tem sido reportado em casos de compostagem,
producdo de inulinase a partir de Staphylococcus sp e acido glutdmico a partir de
Brevibacterium sp. As leveduras podem ser utilizadas para a produgéo de etanol, alimentos
e racao animal (PANDEY, 2003; PANDEY et al., 2000; RAIMBAULT, 1998).

Os fungos filamentosos, entretanto, sdo o grupo mais importante de microrganismos
na fermentagdo em estado soélido, devido as suas propriedades fisiologicas, enzimaticas e
bioquimicas, devido:

a) o crescimento através de hifas e a sua tolerancia a baixa atividade de agua e
elevada pressdo osmoética tornam os fungos competitivos e eficientes frente a microflora
natural para a bioconversdo de compostos sélidos, permitindo aos mesmos penetrar nos
substratos;

b) a estrutura da parede celular e o micélio ramificado formam uma estrutura firme e
solida;

c) as enzimas hidroliticas sdo excretadas através das hifas, sem que haja diluigao,
como no caso da fermentacao submersa, o que faz com que a acao das enzimas seja mais
eficiente e permita maior penetracao no substrato sélido;

d) os fungos nédo séo capazes de transportar substratos macromoleculares, mas as
hifas permitem um bom contato com a superficie do substrato. O micélio sintetiza e excreta
grande quantidade de exoenzimas, as quais catalisam a liberacdo de moléculas simples que
atravessam a parede celular, promovendo a biossintese e a atividade microbiana
(RAIMBAULT, 1998).

Os substratos sdo materiais solidos que atuam como suporte e fonte de nutrientes,
podendo ser residuos da agroindustria, tais como: mandioca, soja, agucar de beterraba,
batatas, sorgo, farelos de trigo, arroz e milho, bagago de cana-de-agucar, residuos do
processamento da industria de café, bagagco de macga, uva e abacaxi, residuos do
processamento das industrias de éleos (canola, soja, palma), entre outros (PANDEY, 2003;
PANDEY et al., 2000). Estes substratos tém em comum a sua estrutura macromolecular,
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composta por amido, celulose, pectina, lignocelulose e fibras, o que muitas vezes torna
necessario o preparo do substrato, que inclui:

a) a reducao de tamanho;

b) a hidrélise fisico-quimica ou enzimatica, a fim de aumentar a disponibilidade do
substrato;

c) a suplementacado de nutrientes, ajuste de pH e umidade através de uma solucéo
mineral;

d) o cozimento e tratamento a vapor da estrutura macromolecular para a pré-

degradacéo e eliminagao de contaminantes (RAIMBAULT, 1998).

Os parametros fisico-quimicos e bioquimicos do processo incluem o tamanho de
particula, umidade inicial, pH, pré-tratamentos do substrato, umidade, temperatura de
incubagao, agitagdo e aeracdo, idade do indculo, suplementagdo de nutrientes como
nitrogénio, fésforo e metais trago, adigao de indutores e as etapas de extragéo e purificagao
do produto (PANDEY, 2003). O tamanho das particulas € de grande importancia para o
processo de substrato. Geralmente, particulas pequenas do substrato permitem uma maior
area superficial para a atuagao dos microrganismos, entretanto, particulas muito pequenas
podem resultar em aglomeragdo do substrato interferindo na aeracdo e respiragéo
microbiana (PANDEY et al., 2000).

A fermentacdo em estado sélido (FES) é utilizada para o cultivo de fungos sobre
materiais vegetais, 0os quais tém seus componentes hidrolisados pela excrecao de enzimas
hidroliticas pelos microrganismos. Em contraste a fermentagéo submersa, onde a agua esté
em excesso, a atividade de agua é o fator limitante na FES. Por outro lado, na FSm o
oxigénio é o fator limitante, em contraste com a FES, onde a aeracdo € facilitada pela
estrutura particulada e porosa da matriz, o que possibilita elevada area superficial de
contato, facilitando a transferéncia de massa. A FES consiste em processos aerdbicos onde
a respiracao é fundamental. O metabolismo dos microrganismos envolvidos € exotérmico,
assim, limitacbes muito graves podem ocorrer quando a transferéncia de calor nao é
eficiente para controlar o aumento da temperatura (RAIMBAULT, 1998).

Ainda, segundo Schmidell et al. (2001), as possiveis vantagens da fermentacdo em
estado sélido sdo:

a) apresenta uma aceleragdo na taxa de reacao devido ao direto contato entre o
substrato e 0 microrganismo;

b) pode eliminar etapas de pré-tratamento do substrato;

C) os substratos utilizados sao simples, necessitando na maioria dos casos, apenas
da adigao de agua para corregao de umidade e adi¢cao de solugado de micronutrientes;
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d) devido a menor quantidade de agua utilizada, os reatores sdo menores, ocupando
menores areas, necessitando de menor investimento, reduzindo os custos com energia;

€) nem sempre a agitacao continua é necessaria;

f) a aeragdo forgada ou natural é facilmente acessivel aos microrganismos devido a
porosidade do meio;

g) os baixos teores de umidade aliado as elevadas concentragdes iniciais de indculo
reduzem a contaminagao por microrganismos indesejaveis;

h) o produto final encontra-se concentrado, permitindo em muitos casos a utilizagéo
direta apds um processo de secagem e embalagem do produto final;

i) a recuperacdo do produto é facilitada devido este estar concentrado no meio
fermentado, diminuindo custos com solventes na etapa de extragéo;

j) menor produgéao de residuos liquidos a serem tratados (SCHMIDELL et al., 2001).

Contudo, o processo apresenta algumas limitagdes, tais como:

a) dependendo das caracteristicas do meio e do tipo de reator empregado, pode
haver dificuldade em dissipar tanto o calor produzido como os gases gerados durante o
processo, 0 que ira conduzir para a elevagcdo da temperatura em pontos localizados
resultando em quedas no rendimento;

b) devido a heterogeneidade do substrato, a dissipa¢do de calor e gases gerados,
manipulacdao do meio e do produto final e do monitoramento e controle do processo, podera
haver dificuldades intrinsecas quando se desejar realizar a ampliagdo de escala;

c) se for necessario o uso de agitacéo, a energia despendida serd maior do que na
fermentacao submersa;

d) dificuldade de controle dos parametros do processo, como pH, temperatura,
umidade, aeracao e crescimento dos microrganismos;

e) para evitar a esterilizacdo do meio e aumentar o rendimento ha necessidade de
grande quantidade de in6culo;

f) necessidade de pré-tratamento dos substratos em alguns casos;

g) dificuldade de coleta de amostras representativas durante o processo;

h) necessidade de controle da assepsia, quando utilizados os fungos filamentosos
produtores de esporos, evitando a contaminagdo humana;

i) dificuldade de ampliagdo de escala e existéncia de poucos casos de produgao
industrial de bioprodutos através de fermentacdo em estado sélido (SCHMIDELL et al.,
2001).

PANDEY et al. (2000) fazem algumas comparagdes entre 0os processos em estado
solido e submersos, colocando que a grande maioria dos bioprocessos mundiais envolve o
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uso da fermentagdo submersa, j& que esta € menos problemética devido a melhor

transferéncia de calor e homogeneidade. A fermentagdo em estado sélido deve ser

escolhida em detrimento da fermentagdo submersa quando as condicées econémicas a

favoregam; o produto é produzido somente através da fermentacdo em estado sélido ou, se

produzido nos dois sistemas, o produto desta seja superior (como a exemplo da producéo

de biopesticidas) ou o uso de sélidos for incentivado a fim de diminuir o montante de

residuos da agroindustria.

O Quadro 1 apresenta uma comparacao entre os modos de cultivo submerso e em

estado solido.

Quadro 1 Comparagao entre os modos de cultivo em estado sélido e submerso

Fator

Processos Submersos

Processos em Estado Solido

Substratos

Substratos sollveis
(acucares)

Substratos insoluveis (polimeros)

Condigdes
assépticas

Esterilizagéo por calor —
controle asséptico

Tratamento com vapor, condi¢gées
nao estéreis

Agua

Elevados volumes de agua
consumida e efluentes
descartados

Consumo limitado de agua
O volume de efluentes &€ menor

Calor metabdlico

Fé&cil controle de temperatura

Baixa capacidade de transferéncia de
calor

Solubilidade baixa de gases

Aeracao facilitada e elevada

Aeragao no meio liquido & e!evados superficie de troca ar/substrato
volumes requeridos
Controle de pH F4cil Uso de substratos solidos

tamponados

Agitacdo mecanica

Facil homogeneizacao

Condicoes estaticas sao preferidas

Aumento de escala

Disponibilidade de
equipamentos industriais

Necessidade de desenvolvimento da
engenharia e design de
equipamentos

Inoculacéo

Facil, através de processo
continuo

Inoculagéo por esporos, em batelada

Contaminacgéao

Riscos de contaminacao para
0s cultivos com cepas puras

Riscos de contaminacdo menor
devido as restricées de atividade de

agua
nsideragoes . : ,
Co rac Elevado consumo de energia Baixo consumo de energia
energeéticas
Volume do Elevados volumes e altos Pequenos volumes e baixos custos

equipamento

custos tecnologicos

com equipamentos

Efluentes e poluicdo

Elevados volumes

Sem efluentes
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2.2. LIPASES: DEFINICOES E APLICACOES

As lipases sao hidrolases que atuam em ligagbes éster do grupo carboxilico, tais
como reacbes de esterificacdo, interesterificacdo e transesterificacdo em meios nao
aquosos, acilacao de mentois e glicéis e sintese de peptidios (CARVALHO et al., 2003;
SHARMA et al., 2001).

A funcgéo fisioldgica das lipases € a hidrélise dos triacilgliceréis em diacilgliceréis,
monoacilglicerois, acidos graxos livres e glicerol. Em eucaridticos, as lipases estao
envolvidas em varios estagios do metabolismo de lipidios, incluindo a digestao, absorcgéo,
reconstituicdo de gorduras e o metabolismo de lipoproteinas. Em plantas, as lipases sao
encontradas em tecidos de reserva de energia (SHARMA et al., 2001).

As lipases sao aplicaveis em uma diversidade de setores industriais (JAEGER e
EGGERT, 2002), em especial, na industria quimica, na sintese de biossurfactantes (PAULA
et al., 2005), na formulagao de detergentes (SAISUBRAMANIAN et al., 2006) na resolugao
de misturas racémicas (RAO et al.,, 1993), no tratamento de residuos ricos em o6leos e
gorduras (LEAL et al., 2002) e na area da saude, compondo medicamentos, em
diagnésticos, cosméticos ou antibidticos (HASAN et al., 2006) e na industria de alimentos.
Recentemente, tém sido utilizadas na industria da bioenergia, para a produgao de biodiesel
(PARK et al., 2006). O Quadro 2 apresenta uma série de aplicagdes industriais de lipases.
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Quadro 2 Aplicagdes industriais de lipases

Industria Acao Produto ou aplicacao
Detergentes Hidrélise de gorduras Remocao de éleos
Derivados de laticinios Hidrolise da gordura do Desenvolvimento de agentes
leite, maturacao de queijos, flavorizantes em leite, queijos e
modificagbes de manteigas manteiga
Panificagao Melhorador de flavors Prolongar a vida de prateleira
Bebidas Aromas Bebidas
Carnes e peixes Desenvolvimento de flavors | Remocéao de gordura, produtos de

carnes e peixes

“Health foods” Transesterificacao Producao de alimentos com apelo
nutricional
Gorduras e 6leos Transesterificagao, hidrolise Manteiga de cacau, margarinas,

acidos graxos, glicerol, mono e

diacilglicerdéis

Quimica Enantiosseletividade, Construgéo de blocos quirais
sintese
Farmacéutica Transesterificagéo, hidrolise Lipidios especificos, digestivos
Cosmeéticos Sintese Emulsificantes, umidificantes
Papel Hidrolise Melhoria da qualidade de papel
Limpeza Hidrolise Remocao de gorduras
Couro Hidrdlise Produtos de couro

Fonte: VULFSON, 1994 apud in SHARMA et al. (2001)

2.2.1. INDUSTRIA DE ALIMENTOS

As lipases, na industria de alimentos, apresentam aplicagbes na sintese
emulsificantes (KIM et al., 2006), na produgao de lipidios estruturados com elevados teores
de acidos graxos poliinsaturados (RESHMA et al., 2008) na produgdo de margarinas, no
desenvolvimento de aromas (SALAH et al., 2007), na maturacao de queijos (DUPUIS et al.,
1993) e embutidos carneos, entre outros.

A modificagdo de 6leos e gorduras é uma das areas de grande crescimento na
industria de alimentos, demandando novas tecnologias. Oleos vegetais modificados
estruturalmente de forma a apresentarem triacilglicerdis estruturados de importancia
nutricional e propriedades fisico-quimicas alteradas apresentam um grande potencial de
mercado. Oleos baratos podem ser transformados em produtos de maior valor agregado tais
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como triacilglicerdis de baixa caloria e éleos enriquecidos em &cido oléico (HASAN et al.,
2006).

As lipases sao utilizadas no processamento do acido gama linolénico, astaxantina
(corante alimenticio), metilcetonas (moléculas caracteristicas de flavor em queijos azuis),
modificacdo de Oleos vegetais na posicdo 2 do triacilglicerol, a fim de obter gorduras
similares a gordura do leite humano para alimentacado infantil, e para a producao de
monoacilglicerdis para uso como emulsificante nas industrias alimenticia e farmacéutica
(SHARMA et al., 2001).

A interesterificacdo e a hidrogenagao sao técnicas que tém sido utilizadas para a
preparacdo de gliceréis para fabricagdo de manteigas e margarinas. A reacao de
interesterificagdo convencional é conduzida na presenca de catalisadores como o sédio, ndo
sendo seletiva com respeito a esterificacdo dos acidos graxos em uma posicao respectiva
no glicerol. A reagdo conduzida com lipases como catalisadores € muito mais especifica, no
entanto requer meio aquoso, o que diminui o rendimento da reagdo (HASAN et al., 2006).

As lipases tém sido utilizadas para a sintese de ésteres de acidos graxos de cadeia
curta e alcoois, os quais sdo compostos volateis responsaveis por caracteristicas de odor
em alimentos (HASAN et al., 2006). Por exemplo, a produgao de butil acetato, o qual possui
aroma de abacaxi, pode ser realizada pela reacdo de esterificacdo entre butanol e acido
acético catalizada por lipases extraidas de Rhizopus oryzae (SALAH et al., 2007).
Similarmente, Habulin et al. (2007) citam a utilizacao de lipases na producao de ésteres de
terpenos, os quais sao utilizados como aromatizantes frutais em bebidas e alimentos.

A producao de aromas em produtos lacteos é acelerada quando ha a formacgéo de
acidos graxos livres e peptidios solluveis e aminoacidos durante a maturagéo do produto. As
lipases tém sido utilizadas para a producao destes aromas. A hidrélise da gordura do leite
promovida pelas lipases ocasiona a produ¢do de compostos caracteristicos de aromas em
queijos, acelerando a maturacao destes e possibilitando a producao de produtos similares a
queijos e a lipdlise da manteiga e do creme de leite. Os acidos graxos livres gerados pela
acao das lipases sobre a gordura do leite permitem o desenvolvimento de inUmeros novos
produtos como 0s queijos leves, que apresentam caracteristicas proprias de aroma, geradas
pela producdo de acidos graxos de cadeia curta, os quais podem ser metabolizados por
microrganismos e transformados em compostos como alcoois, cetonas, ésteres e lactonas
(HASAN et al., 2006).

2.2.2. DETERGENTES

Um dos campos de maior aplicagdo industrial das lipases é a industria de
detergentes. O poder de limpeza dos detergentes € aumentado pela adicdo de enzimas em
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sua composicao, como amilases, proteases, celulases e lipases (HASAN et al., 2006). Para
uso em detergentes, as lipases precisam ser termoestaveis e permanecerem ativas em
meios alcalinos, uma vez que precisam atuar em condigdes de lavagem (pH's 10 a 11 e 30
a 60°C). Além disso, devem apresentar uma baixa especificidade pelo substrato, habilidade
para hidrolisar gorduras de varias composicdes e estabilidade a compostos das férmulas
dos detergentes, como benzeno sulfonatos e proteases (SHARMA et al., 2001).

A producao de detergentes corresponde a 32% da venda total de lipases. Estima-se
que 1000 t de lipases sado adicionadas a aproximadamente 13 bilhées de toneladas de
detergentes produzidos anualmente (JAEGER e REETZ, 1998).

2.2.3. TRATAMENTO DE EFLUENTES

A utilizacao de enzimas no tratamento de despejos industriais foi proposta em 1930.
Entretanto, s6 recentemente seu desenvolvimento como alternativa ao tratamento
convencional de efluentes tem despertado grande interesse de pesquisa, em fungédo das
vantagens apresentadas, entre as quais podem ser citadas: o aumento da taxa de
introdugdo no ambiente de poluentes organicos estranhos aos microrganismos e
recalcitrantes, o que diminui as possibilidades de se realizar um tratamento convencional
bioldgico ou quimico que seja eficiente; ha um crescente reconhecimento da capacidade das
enzimas para atuar sobre poluentes especificos no tratamento; avancos recentes na
biotecnologia permitiram a produgdo de algumas enzimas técnicas e economicamente
viaveis, devido ao desenvolvimento dos procedimentos de isolamento e de purificagdo de
microrganismos (MENDES e CASTRO, 2005).

Os efluentes industriais gerados em frigorificos, abatedouros, laticinios e industrias
de alimentos em geral possuem elevados teores de demanda bioquimica e quimica de
oxigénio (DBO e DQO), tendo em vista que o conteudo de gorduras aumenta a
concentracdo de matéria organica. Neste contexto, processos alternativos que visam a
recuperacdo ou diminuicdo da carga de gorduras de efluentes sdo de interesse para a
industria. Um tratamento preliminar desses efluentes por meio da agédo das lipases reduz o
teor de lipidios, o didmetro das particulas de gorduras em até 60% e o tempo de residéncia
do efluente nas lagoas de estabilizagdo (CASTRO et al., 2004).

As lipases podem ser utilizadas diretamente na forma bruta (caldo fermentado) ou
isoladas para promover um pré-tratamento do efluente antes da digestdo anaerobia.
Entretanto, estudos tém sido realizados para verificar a possibilidade de cultivo de
microrganismos produtores de lipases do género Penicillium em associagdo com a digestao
do efluente de extracao de azeite de oliva (MENDES e CASTRO, 2005).
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Rosa et al. (2005) realizaram estudo a fim de empregar um preparado enzimatico
solido obtido através de fermentagdo em estado sélido com o fungo filamentoso Penicillium
restrictum contendo atividade lipasica de 29 U g™ de torta fermentada, para o tratamento de
um efluente semi-sintélico contendo gordura de leite em um sistema de lodos ativados.
Foram realizados experimentos controle (sem o uso do preparado enzimatico) e utilizando o
preparado enzimatico na propor¢éao de 0,1% (p/v). Os percentuais de gordura adicionados
nos sistemas variaram de 0 (zero) a 800 mg L™ de 6leos e graxas e os parametros avaliados
foram a concentracdo de oxigénio dissolvido, a concentracdo de &cidos graxos livres
(indicando a agéo das lipases) e a DQO. A remogéo de DQO no experimento controle foi
10% menor e a velocidade de acumulo de gordura nos flocos foi 1,7 vezes maior do que no
biorreator adicionado do preparado enzimatico. Quando foi adicionado 800 mg de 6leos e
gorduras por litro de efluente, o sistema adicionado do preparado enzimatico apresentou
velocidade especifica de consumo de oxigénio e constante de degradacdo maiores do que
no sistema comum, demonstrando que o pré-tratamento enzimatico de efluentes pode ser

uma boa alternativa em sistemas de lodo ativado operando sob regime continuo.
2.2.4. APLICACAO DE LIPASES NA SINTESE DE ESTERES DE ACIDOS GRAXOS

As lipases tém sido utilizadas na sintese organica de ésteres de acidos graxos, o0s
quais apresentam propriedades surfactantes, com aplicagbes em produtos alimenticios,
farmacéuticos e cosméticos (CARLI, 2006; PAULA et al., 2005). Produtos como
triacilgliceréis, fosfolipideos, esterdides, aromatizantes e fragrancias, apresentam em
comum uma ligacéao éster, apesar das diferentes propriedades fisicas e diversas estruturas
quimicas.

Sabeder et al. (2006) utilizaram lipases na producao de ésteres de frutose, os quais
se caracterizam como surfactantes n&o-ibnicos com elevado potencial emulsificante,
estabilizante e detergente. Os ésteres de acucares apresentam-se como bons
emulsificantes para aplicacées em emulsdes do tipo agua em éleo em produtos alimenticios,
além de poderem atuar como agentes antibacterianos aplicaveis como aditivos alimentares.

A Figura 2 apresenta a sintese de ésteres de frutose catalizada por lipases.

HOCH,5 OH HOCH,5 OH
HO + ROH —— H + H,0
CH,OH CH,0-R
OH OH

Fonte: SABEDER et al. (2006)
Figura 2 Sintese de ésteres de frutose catalizada por lipases
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As condigbes ideais para a produgao de glicosilmiristato utilizando lipases obtidas de
Candida antarctica foram revisadas por Cauglia e Caneca (2008). O emprego das lipases
imobilizadas em reagdes de esterificacdo e transesterificacdo em solventes organicos tem
sido utilizado para a produgdo de ésteres de acidos graxos de cadeia curta, os quais
apresentam aplicagcdes como flavorizantes, como relatado por Salah et al. (2007), que
realizaram a producédo de butil acetato através da lipase produzida por Rhizopus oryzae.
KITTIKUN et al. (2008) estudaram a producdo de monoacilgliceréis a partir de oleina de
palma a lipase obtida por Pseudomonas sp, sendo os monoacilglicer6is sao os

emulsificantes mais utilizados na industria de alimentos, farmacéutica e de cosméticos.
2.2.5. PRODUC,‘AO DE BIODIESEL

A produgao de biodiesel tem sido citada como uma das possiveis aplicagbes das
lipases (ANTCZAK et al., 2009; DIZGE e KESKINLER, 2008; MACEDO e MACEDO, 2004).
O biodiesel tem ganhado importancia nos tempos atuais devido a possibilidade de
substituicado de combustiveis fosseis. Os problemas ambientais relacionados com a emissao
de gases decorrente do uso de combustiveis fosséis tém impulsionado pesquisas no sentido
de desenvolvimento de combustiveis alternativos como o biodiesel (DIZGE e KESKINLER,
2008).

O biodiesel (metil ésteres de acidos graxos) € produzido pela transesterificacao de
triacilgliceréis, conforme as equagdes quimicas mostradas na Figura 3.

LR

1. Triacilglicerol (TAG) + ROH ~— Diacilglicerol (DAG) + R'COOR;
Kq
k2
2. Diacilglicerol (DAG)+ ROH <=  Monoacilglicerol (MAG) + R'COOR;
ks
K3
3. Monoacilglicerol (MAG)+ R'OH —— Gilicerol (GL) + R'COORj;
Ks

Fonte: SAAD (2005)
Figura 3 Reacao de transesterificagao de 6leos vegetais com alcool formando ésteres e

glicerol

O processo de producéo comercial de biodiesel € fundamentalmente realizado por
via quimica, mas a rota enzimatica tem despertado grande interesse na comunidade

cientifica. Um aspecto comum a estes processos é a busca pela otimizacao das condi¢coes
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de reagao, de modo a lhes conferir caracteristicas que os tornem viaveis e disponiveis para
aplicagbes industriais. Entretanto, dentre algumas desvantagens essencialmente
econbmicas, 0 processo enzimatico, uma vez otimizado, podera apresentar vantagens muito
interessantes em relagdo ao processo quimico (COSTA NETO, 2002), como demonstrado
no Quadro 3.

Quadro 3 Vantagens e desvantagens dos processos quimico e enzimatico de producao de

biodiesel
Processos Vantagens Desvantagens
Dificuldade de separacao do
catalisador
S Impossibilidade de
Simplicidade L _
o . reutilizagéo do catalisador
Quimico Alto rendimento

_ Dificuldade de utiliza¢do de
Curto tempo de reacéao _
etanol hidratado
Obtengéao de produtos com

menor grau de pureza

Facilidade de separacao do

catalisador
o Obtencéao de produtos mais Longo tempo de reagéo
Enzimatico :
puros Custo das enzimas

Permite o uso de etanol
hidratado na reacao

Fonte: SAAD (2005)

2.3. PRODUGAO DE LIPASES POR MICRORGANISMOS

As lipases microbianas sdo produzidas principalmente em cultivos submersos
(SHARMA et al., 2001), embora muitos autores mencionem os processos em estado sélido
como uma alternativa viavel para a producao de enzimas microbianas devido a simplicidade
e economia do processo (HAQ et al., 2002). As células imobilizadas tém sido utilizadas em
alguns casos. Muitos estudos tém sido realizados a fim de definir as condigbes étimas e os
requerimentos nutricionais para a producao de lipases (SHARMA et al., 2001).

A producéo de lipases pode ser influenciada pelo tipo e concentracao das fontes de
carbono e nitrogénio, pH do meio, temperatura e concentragdo de oxigénio dissolvido no
caso da fermentacao submersa (SHARMA et al., 2001).
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2.3.1. EFEITO DAS FONTES DE CARBONO

As fontes de carbono comumente mencionadas em trabalhos de producéo de lipases
microbianas sado azeites de oliva e palma, Tween 20 e 40, trioleina e tripalmitina, frutose,
6leos de soja, girassol, algodao e milho. As fontes lipidicas de carbono parecem essenciais
para a obtencao de elevados rendimentos, todavia, alguns autores tém produzido lipases na
auséncia de 6leos e graxas com bons rendimentos (SHARMA et al., 2001). Dalmau et al.
(2000) reportaram que a producéao de lipases por espécies de Candida € inibida na presenca
de agucares simples.

O azeite de oliva foi utilizado para a producédo de lipases por células livres e
imobilizadas de Aspergillus niger no estudo realizado por Ellaiah et al. (2004). Foram
testadas concentracdes de 0 (zero) a 1,25% de azeite de oliva, sendo as maiores atividades
enzimaticas (U L") obtidas na concentragéo de 1% da fonte de carbono, tanto pelas células
livres como pelas imobilizadas. J& D’Annibale et al. (2005) estudaram a utilizagao de
efluentes do processo de exiracao de azeite de oliva como substratos para a producao de
lipases. Foram testados varios microrganismos, dentre os quais Aspergillus oryzae, A. niger,
Candida cylindracea, Geotrichum candidum, Penicillium citinum, Rhizopus arrhizus e
Rhizopus oryzae. O microrganismo que apresentou os melhores resultados foi C.
cylindracea NRRL Y-17506, o qual foi estudado como modelo. A producéo de lipases foi
afetada pela adicao de fontes de carbono suplementares como o azeite de oliva e os 6leos
de soja e milho, na concentracdo de 3,0 g L. A adicdo do azeite de oliva aumentou a
atividade enzimatica de 1,24 para 9,0 Ul mL™, enquanto a adicdo dos 6leos de milho e soja
resultou em atividades de 6,42 e 6,34 Ul mL™, respectivamente.

As fontes de carbono simples como glicose, galactose, frutose, xilose, sacarose,
glicerol, sorbitol e manitol foram utilizadas por Lin et al. (2005) para a producao lipases por
Antrodia cinnamomea, um basidiomiceto, em processos submersos. Os melhores resultados
foram atingidos com os alcoois, de 26,69 mU mL" para o glicerol, 10,70 mU mL" para o
sorbitol e 8,25 mU mL™" para o manitol.

Haq et al. (2002) estudaram a producdo de lipases por fungos através de
fermentagdo em estado sélido. Os microrganismos testados foram Rhizopus oryzae, Mucor
lipolytica, Rhizopus oligosporous, Aspergillus niger, Penicillium sp., Mucor sp., Rhizopus
nigrican, Rhizopus arrihizum e Aspergillus wentii. Dentre estes, o R. oligosporous
apresentou a maxima atividade lipolitica nos testes preliminares, de 30 U g'. Como
substratos para a producdo de lipases foram testadas as farinhas de améndoa, c6co,
mostarda e soja, a casca de arroz e o farelo de trigo. Os melhores resultados foram obtidos
com a farinha de améndoas, devido apresentar os maiores percentuais de 6leos dentre as
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fontes de carbono estudadas, bem como por ser boa fonte de proteinas, carboidratos e
cinzas.

O o6leo de gergelim foi utilizado na concentracao de 0,5% como fonte de carbono
para a produgao de lipases pelo microrganismo Fusarium solani em fermentagdo submersa,
tendo apresentado o melhor resultado de atividade enzimética (0,88 ou 0,45 U mg" de
proteina) dentre os 6leos testados (trioleina, céco, milho, palma e oliva). O éleo de gergelim,
embora tenha levado aos melhores resultados em atividade enzimatica, apresentou as
menores quantidades de proteina extracelular (o que indica maior atividade por unidade de
proteina) e as menores concentracées de biomassa, 0 que seria uma vantagem comercial
da producéo (SHARMA et al., 2001).

A sintese de enzimas por fermentagdo em estado solido é realizada utilizando-se,
principalmente, residuos agroindustriais, tais como farelo de trigo, sabugo de milho, casca
de manga, torta de babagu, farelo de amendoim, dentre outros. Estes residuos podem, em
alguns casos, apresentar tanto a funcdo de suporte para crescimento do microrganismo,
como fonte de carbono e/ou indutor para a sintese enzimatica. O residuo pode ser também
utilizado apenas como suporte do crescimento dos fungos (DAMASO et al., 2005). Com o
intuito de investigar o efeito do uso do farelo de trigo e do sabugo de milho como suporte
para a producdo de lipase por Aspergillus niger, Damaso et al. (2005) realizaram a adicao
do azeite de oliva em diferentes concentracdes, tendo a funcdo de fonte de carbono e
indutor da sintese de lipases. O melhor resultado foi obtido com farelo de trigo como suporte
e 2% de azeite de oliva (10,7 U mL"). Os autores ainda testaram a possibilidade de
substituicdo do azeite de oliva por residuos da industria do éleo de milho. O farelo de trigo
foi mantido como suporte e os residuos foram adicionados ao meio na concentragao de 4%,
sendo eles a borra, a estearina e acidos graxos. Verificou-se que os subprodutos do refino
do éleo de milho podem ser utilizados como fonte de carbono e indutores do processo de
sintese de lipases. As melhores atividades foram obtidas com a borra e a estearina, de 13,8
UmL"e 83 U mL". O uso do &4cido graxo inibiu significativamente a sintese de lipases,
provavelmente por ser o produto da hidrélise de fontes lipidicas, fendmeno que ocorre
quando a sintese da enzima se da pelo processo de indugao/repressao.

Cordova et al. (1998) estudaram a producao de lipases em FES utilizando bagago de
cana-de-agucar e torta de oliva (um residuo do processo de extracdo de azeite de oliva)
como substratos. A torta de oliva e 0 bagaco de cana apresentaram efeito sinergistico na
producao de lipases, demonstrando que substratos de baixo custo, considerados residuos,
podem ser utilizados para este fim.
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2.3.2. EFEITO DAS FONTES DE NITROGENIO

As fontes de nitrogénio orgénicas e inorganicas podem ser utilizadas para a
producdo de lipases. As fontes organicas podem ser a peptona, agua de maceragao de
milho, farinha de soja, amino&cidos, triptona, extrato de levedura e uréia. As fontes
inorganicas como os sais de aménio (sulfatos, fosfatos, cloretos), nitratos e nitritos podem
ser utilizados, embora os melhores rendimentos em lipases tenham sido obtidos através de
fontes organicas de nitrogénio, tais como peptona, extrato de levedura e torta de soja. O
sulfato de aménio apresentou resultados negativos em alguns trabalhos. Entretanto, a
producéo de lipases foi incrementada quando o sufato de aménio foi associado a fontes de
nitrogénio orgéanicas (SHARMA et al. 2001).

Fontes de nitrogénio organicas e inorgéanicas foram utilizadas para a producao de
lipases em fermentagdo submersa por um basidiomiceto. As fontes comparadas foram
adicionadas ao meio na concentragao de 0,5%, sendo elas: triptona, peptona, caseina,
glicina, prolina, glutamina, asparagina, cloreto de amoénio, sulfato de aménio, oxalato de
amoénio, acetato de aménio, nitratos de sodio e potassio e nitrito de sddio. Os melhores
resultados foram obtidos com os amino&cidos asparagina (6,41 mU mL™), glicina (5,36 mU
mL™) e glutamina (4,74 mU mL") e com a triptona (4,77 mU mL™") (LIN et al., 2008).

H& casos em que a fonte de nitrogénio utilizada no meio de cultivo influencia os
niveis de adicao da fonte de carbono, o que foi demonstrado por Falony et al. (2005), os
quais otimizaram um meio de cultivo para a producado de lipases via FES pelo fungo
Aspergillus niger. O farelo de trigo foi utilizado como suporte para o crescimento do fungo, a
glicose como fonte de carbono, o azeite de oliva como indutor da producéao de lipase e como
fontes de nitrogénio o sulfato de aménio e a uréia. A fim de otimizar o meio de cultivo para a
sintese enzimatica foram realizados trés Planejamentos Experimentais do tipo Box-
Behnken, sendo as variaveis experimentais a concentragdo de glicose, a umidade do meio
de cultivo e a concentracdo de azeite de oliva. O primeiro conjunto de experimentos foi
realizado utilizando sulfato de aménio como fonte de nitrogénio, o segundo com uréia e o
terceiro com uma mistura das duas fontes, de forma que o nitrogénio fosse fornecido em
iguais quantidades pelas duas fontes. O primeiro planejamento apresentou como variaveis
significativas a umidade e o azeite de oliva, sendo a maxima atividade enzimdtica obtida de
7,44 U g nas condigbes de 2,81% de glicose, 65% de umidade e 4,5% de azeite de oliva.
Com a utilizagcdo da uréia como fonte de nitrogénio, as trés variaveis resultaram
significativas, sendo a maxima atividade enzimatica obtida de 7,76 U g nas condigbes de
1,5% de glicose, 65% de umidade e 1,5% de azeite de oliva. Quando uréia e sulfato de
aménio foram utilizadas simultaneamente como fontes de nitrogénio, somente a umidade

resultou significativa na analise dos resultados do planejamento. A maxima atividade lipasica



29

obtida foi de 9,14 U g, nas condicdes de 1,5% de glicose, 65% de umidade e 1,5% de

azeite de oliva.
2.3.3. EFEITO DOS MICRONUTRIENTES

A suplementagdo dos meios de cultivo com uma solugdo de minerais contendo
ZnSQ,, FE;SO4.7H,0, Fe(NH,).SO,, CuSO,.7H,O, MnSO,.H,O, H3BO; e Na,Mo0,.2H,0O
ocasionou aumento de trés vezes na atividade enzimatica dos meios contendo os 6leos de
gergelim e oliva, e de quatro vezes no meio contendo 6leo de milho. Os elementos tragos
sdo geralmente componentes estruturais das enzimas (MAIA et al., 2001). fons como Mg,
Fe, Ca, Cu, Co, Na, K, Mn e Zn parecem influenciar positivamente a produgao de lipases
(SHARMA et al., 2001). Lin et al. (2006) reportaram que a adicao de Ca, Mg, Fe, Na e K
aumentaram a producao de lipase, enquanto Cu, Zn e Li apresentaram efeito inibitério na
produgéo da enzima.

2.3.4. EFEITO DAS CONDICOES AMBIENTAIS

Haq et al. (2002) estudaram temperaturas de cultivo de 25 a 45°C para a produgao
de lipases pelo microrganismo R. oligosporous por fermentacdo em estado sélido. Os
melhores resultados foram obtidos a 30°C. Em altas e baixas temperaturas a energia
requerida para a manutencdo do microrganismo aumenta, diminuindo a formagdo de
produtos. O pH inicial 6timo dos cultivos foi de 6,0. Os pHs iniciais de 5,5; 8,0 e 7,0 foram
reportados como 6étimos para os cultivos de A. cinnamomea, R. glutinis e C. rugosa,
respectivamente (LIN et al., 2006).

As temperaturas na faixa de 26,5 a 32 °C foram utilizadas em inUmeros trabalhos de
pesquisa de producéo de lipases, sendo 30°C a temperatura utilizada com maior freqiéncia.
Os microrganismos utilizados variaram desde fungos, leveduras e bactérias. Quanto ao pH,
foram utilizados pHs de 6,0 a 7,0 na maioria dos trabalhos revisados (LIN et al., 2006;
ARMAS et al., 2005; BARON et al., 2005; DAMASO et al., 2005; D’ANNIBALE et al., 2005;
FALONY et al., 2005; FERNANDEZ et al., 2005; GUTARRA et al., 2005; POZZA et al., 2005;
YANG et al., 2005; BURKERT et al., 2004; TAN et al, 2003; MAHADIK et al., 2002).

Elibol e Ozer (2000) relataram a importancia da transferéncia de oxigénio na
producdo de lipases por Rhizopus arrhizus via fermentacdo submersa, sendo que a
implementagédo da transferéncia de oxigénio através de agitacdo e insercdo de ar é um
importante fator para a producdo de lipases por microrganismos, em especial fungos

filamentosos.
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Cavalcanti et al. (2005) estudaram a influéncia da temperatura e do fluxo de ar na
producéo de lipases por fermentacdo em estado sélido em reatores de leito fixo e relataram
a importancia de elevados fluxos de ar nestes sistemas (fluxos de 0,8 L min™ ocasionaram
as maiores produtividades), principalmente com o objetivo de remogao do calor gerado, ja
que a transferéncia de ar ndo constitui-se como um fator critico nas fermentagdes em estado

sélido.
2.4. BIOSSURFACTANTES
2.4.1. DEFINICAO E CLASSIFICACAO

Os surfactantes sdo moléculas anfipaticas com uma parte hidrofilica e outra
hidrofébica, podendo ser sintéticos, obtidos a partir de sinteses quimicas, ou
biossurfactantes. Os biossurfactantes sdo compostos ativos em superficies produzidos por
microrganismos (DESAI e BANAT, 1997; KOSARIC e CAIRNS, 1987) ou atraves de sintese
enzimatica por enzimas produzidas por microrganismos (YU et al., 2008; KITTIKUM et al.,
2008). Estes compostos tém recebido crescente interesse nas Ultimas décadas pelas
vantagens que possuem sobre os surfactantes quimicos, tais como biodegrabilidade, baixa
toxicidade, produgéo a partir de fontes renovaveis, funcionalidade sob condi¢cdes extremas
de pH e temperatura e estabilidade (VAN DYKE et al., 1991)

Os biossurfactantes sao capazes de formar diversas estruturas tais como micelas,
vesiculas esféricas ou irregulares, estruturas lamelares, entre outras (CHAMPION et al.,
1995). Eles se acumulam em interfaces apresentando diferentes polaridades, em especial
6leo/agua, ar/agua e agindo como agentes umectantes em superficies sélidas (agua/sélido).
Esse processo baseia-se na habilidade dos biossurfactantes em reduzir a tensé@o superficial
pelo remanejamento molecular, através do acumulo na superficie de compostos insoluveis,
influenciando as ligacées de hidrogénio e outras interagcdes hidrofébicas-hidrofilicas,
aumentando a area superficial destes, levando a um aumento da biodisponibilidade e
consequente biodegradabilidade (BARATHI e VASUDEVAN, 2001; ANNA, 2000; BOGNOLO
et al., 1999).

Em comum com todas as moléculas que atuam em superficies, os biossurfactantes
contém um ou mais grupos lipofilicos e hidrofilicos. Os grupamentos lipofilicos podem ser
uma proteina ou um peptideo, apresentando partes hidrofébicas ou cadeias carbonadas de
10 a 18 carbonos. Ja os grupos hidrofilicos sdo ésteres, hidréxi, fosfato, carboxila ou
carboidratos (BOGNOLO, 1999; MORIKAWA et al., 1993). Todos os biossurfactantes sob
diferentes condi¢cbes e em diferentes sistemas mostram habilidade de reduzir a tenséo
superficial e interfacial de misturas 6leo/agua. Enquanto a maioria dos biossurfactantes nao
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afeta a viscosidade do 6leo, em alguns casos uma pequena mudanga na viscosidade pode
ser notada devido a utilizacdo de hidrocarbonetos parafinicos, isoparafinas, cicloalcanos e
hidrocarbonetos policiclicos (KOSARIC e CAIRNS, 1987).

Os principais tipos de biossurfactantes podem ser divididos em glicolipidios,
fosfolipidios, lipossacarideos, lipopeptideos, acidos graxos e lipidios neutros (BOGNOLO
1999, MULLIGAN et al., 1999; KOSARIC e CAIRNS, 1987).

Os glicolipidios dividem-se em trealose, soforolipidios ou ramnolipidios, em geral
envolvidos na assimilagdo de hidrocarbonetos de baixa polaridade por microrganismos.
Holmberg (2001) define glicolipidios como hidréxi acidos graxos ligados a uma molécula de
acucar através de uma ligacdo glicosidica, enquadrando nesta classe somente os
raminolipidios e os soforolipidios. Classifica a trealose como um acil-poliol, cuja diferenca
para os glicolipidios € que o acido graxo esta ligado a um dissacaridio através de uma
ligacao éster.

Os fosfolipidios encontram-se presentes em todos os microrganismos, havendo
poucos exemplos de produgao extracelular, o mais notavel é o biossurfactante produzido por
Corynebacterium lepus. Ja os lipossacaridios sdo emulsificantes extracelulares solUveis em
agua, de alto peso molecular, produzidos por bactérias degradadoras de hidrocarbonetos
como Acinetobacter calcoaceticus. Os lipopeptidios sdo produzidos pelo microrganismo
Bacillus subtilis, sendo o biossurfactante mais utilizado a surfactina. Dentre os acidos graxos
e lipidios neutros os principais sdo &cido ustilagico, acidos corinomicélicos, acidos
lipoteicdico e proteinas hidrofébicas (HOLMBERG, 2001).

2.4.2. APLICACOES DOS BIOSSURFACTANTES

O potencial de aplicacdo de compostos de superficie ativa produzidos a partir de
microrganismos € baseado em suas propriedades funcionais, que incluem: emulsificacao,
separacdo, umedecimento, solubilizacdo, de-mulsificacdo, reducdo de viscosidade de
liquidos e reducdo da tensao superficial. Essas propriedades sao aplicadas em campos
diversos da agricultura, construcdo e nas industrias alimenticias, de bebidas, papel, metal,
téxtil, farmacéuticas e de cosméticos (NITSCHKE e PASTORE, 2002; MULLIGAN et al.,
2001; BANAT et al., 2000; BOGNOLO, 1999; FIECHTER, 1992).

24.21. Industria de alimentos
Os biossurfactantes apresentam caracteristicas como emulsificagdo, formacao de

espumas, umidificagao, solubilizacao, atividade antiadesiva e atimicrobiana, tolerancia a pH,
temperatura e concentracao idnica, as quais podem ser aplicadas na industria de alimentos.
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Entretanto, apesar destas possiveis aplicagdes, poucos relatos tém sido encontrados sobre
a aplicacao destes compostos neste campo industrial (NITSCHKE e COSTA, 2007). Um dos
trabalhos pioneiros nesta area foi desenvolvido por Shepherd et al. (1995), os quais
estudaram a produgédo estracelular de emulsificantes de elevado peso molecular por
bactérias, leveduras e algas. Foram isolados 24 compostos, dos quais nove foram
selecionados por caracteristicas de emulsificacdo, sendo produzidos por microrganismos
como Candida utilis, Candida ualida, Hansenula anomala, Rhodospiridium diobovatum e
Rhodotorula graminis, Porphiridium cruentum, Klebsiella spp. € Acinetobacter calcoaceticus.
Destes, o biossurfactante extracelular produzido pela C. utilis foi selecionado por apresentar
excelentes propriedades emulsificantes e devido ao grau alimenticio do microrganismo. Os
autores indicaram o bioemulsificante para uso em molhos de salada.

As caracteristicas de biodegradabilidade e baixa toxicidade relacionadas aos
biossurfactantes constituem-se em uma vantagem, aliado ao fato do crescente aumento da
consciéncia da populagéo a respeito do uso de compostos quimicos artificiais, havendo o
interesse pela substituicdo destes compostos por ingredientes e aditivos naturais.

Dentre as possiveis aplicagbes dos biossurfactantes na industria de alimentos, a
formacao de emulsbes é uma das principais. A formacao de emulsdes estaveis depende do
equilibrio entre as fases, 6leo em agua ou agua em éleo. Neste sentido, os biossurfactantes
de elevado peso molecular sdo melhores emulsificantes do que os de baixo peso molecular
(NITSCHKE e COSTA, 2007), em especial os lipopeptidios e lipossacaridios. Por exemplo,
um lipopeptidio obtido de B. subtilis foi capaz de formar emulsdes estaveis com 6leo de soja
e gordura de coco, sugerindo seu potencial de atuagdo como emulsificante em produtos
alimenticios (NITSCHKE e PASTORE, 2006).

Outras possiveis aplicagdes incluem a reducdo da aglomeragdo de glébulos de
gordura, a estabilizacdo de sistemas aerados, a melhoria da textura e vida util de produtos
contendo amido, a modificagdo das propriedades reoldgicas, a melhoria da consisténcia e
textura de produtos contendo gordura. As caracteristicas de anti-adesividade e como
antimicrobianos tornam estes compostos importantes para o controle de microrganismos
patogénicos nas superficies de contato dos alimentos, evitando a formagédo de biofilmes
(NITSCHKE e COSTA, 2007).

Além das aplicagdes dos biossurfactantes, a possibilidade de producédo a partir de
residuos agroindustriais tem sido citada como outra vantagem destes compostos
(NITSCHKE e COSTA, 2007; NITSCHKE e PASTORE, 2003).
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2.4.2.2. Biorremediacao

A biorremediacdo € uma tecnologia que utiliza o metabolismo de microrganismos
para a eliminagdo rapida de poluentes presentes no ambiente ou a sua redugéo a niveis de
concentracao aceitaveis (HUY et al., 1999), tendo surgido para explorar a diversidade
genética e a versatilidade metabdlica dos microrganismos em transformar os contaminantes
em produtos menos lesivos que podem ser integrados aos ciclos biogeoquimicos naturais.

A habilidade dos biossurfactantes em emulsificar misturas de hidrocarbonetos e agua
pode ser aplicada na biorremediacao, contribuindo com a degradacdo de hidrocarbonetos
no meio ambiente. Os biossurfactantes podem ser adicionados a solos ou aguas
contaminados com éleos, podendo ainda ser adicionados em biorreatores para emulsificar e
aumentar a solubilidade de contaminantes hidrofébicos. Outra alternativa é a adicao de
biossurfactantes ou microrganismos produtores de biossurfactantes ao solo para aumentar o
crescimento de microrganismos indigenas (CAMEOTRA e BOLLAG, 2003).

Os biossurfactantes da classe raminolipidios (glicolipidio), produzidos a partir da
bactéria Pseudomonas aeruginosa SB30, foram utilizados para a remogao de éleo de
cascalhos no derrame de 6leo do navio Exxon Valdez no Alaska. Os resultados
demonstraram que o bioemulsificante é duas a trés vezes mais efetivo na remogéao do 6leo
do que a agua. O aumento na concentracdo do bioemulsificante até 1% e na temperatura
até 50°C, levou a uma significativa melhora na remocao do 6leo. J& o tempo de contato
demonstrou um valor 6timo em torno de 1 min. Além da melhoria quantitativa na remocéo, o
bioemulsificante ndo apresentou toxicidade e apresentou maior biodegradabilidade (ANNA,
2000; HARVEY et al., 1990).

Alguns estudos demonstraram o aumento da biodisponibilidade de compostos
aromaticos pouco soliveis como os aromaticos policiclicos (PHA) pelo uso de
biossurfactantes, ja que a grande dificuldade no processo de biodegradagdo desses
compostos reside em sua alta hidrofobicidade, baixa solubilidade em &gua e grande
capacidade de adsorcdao em solos (BANAT et al, 2000). O tratamento de amostras
contaminadas por fenantreno e naftaleno com biossurfactantes resultou em aumento nas
suas taxas de mineralizac¢ao e solubilizacao.

A remocao de metais, que geralmente inclui a agao de &cidos, alcalis, complexantes,
solventes sollUveis em agua, pode ser realizada pela agao de biossurfactantes. A surfactina,
os raminolipidios e os soforolipideos sdo capazes de remover cobre e zinco de solos
contaminados com hidrocarbonetos, devido ao carater anidnico destes surfactantes. A
surfactina apresentou uma remogao de cobre de 70% e de hidrocarbonetos de 50%,
comparados com valores de 20 e 30% de remogédo de cobre e hidrocarbonetos por um
surfactante quimico (MULLIGAN et al., 2001).
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Barathi e Vasudevan (2001) utilizaram uma cepa de Pseudomonas fluorescens
isolada de um solo contaminado com hidrocarbonetos de petréleo e observaram a producao
de biossurfactante durante a degradacdo de n-alcanos, principalmente o hexadecano,
seguido do hexano, decano, querosene e 6leo cru. A producéo do biossurfactante (0,58 g L™
em 24 h) foi observada durante o periodo de crescimento do microrganismo, com uma
tensdo superficial de 35 mN m™, apresentando atividade emulsificante em substratos como
tolueno, hexano, 6leo de girassol e querosene, além de hidrocarbonetos aromaticos como o
naftaleno e fenantreno. A biodegradacao de pireno e fenantreno em solos por Pseudomonas
aeruginosa também foi reportada por Hwang e Cutright (2002). A producdo de um
raminolipidio no meio extracelular foi observada por Wu e Ju (1998), sendo observada na
deficiéncia de nitrogénio durante a fase estacionaria de crescimento.

Huy et al. (1999) isolaram quatro cepas de bactérias em solos contaminados com
petréleo no Vietnam, sendo trés identificadas como Pseudomonas sp. e uma como
Acinetobacter sp., esta com 95% de biodegradacao de 6leo cru (5%, v/v) contendo n-
alcanos, n-alcenos e um composto heterociclico (dibenzotiofeno) presente em pequenas
quantidades, sendo este biodegradado com pouca eficiéncia. O biossurfactante produzido
pela Acinetobacter sp. foi identificado como um polissacarideo enquanto o produzido pelas
Pseudomonas sp. como um glicolipidio.

Martinez-Checa et al. (2002) estudaram a produc¢do, a composigdo quimica e as
propriedades funcionais de exopolissacaridios produzidos por Halomonas eurihalina cepa H-
28. Elevadas quantidades de biopolimeros foram sintetizadas em meio de cultivo composto
por glicose e hexadecano, sendo o 6leo cru emulsificado de forma mais efetiva do que com
surfactantes sintéticos utilizados como controle, o que indica que os exopolissacaridios
produzidos apresentam-se como uma boa alternativa para a aplicacao na industria de 6leos
ou em processos de biorremediagéo.

Um actinomiceto isolado de solo Antartico (Dewart Island) e identificado como
Nocardioides sp. A-8 apresentou crescimento em parafina como fonte de carbono, através
da producao de um biossurfactante da classe dos glicolipidios, demonstrando propriedades
de superficie e emulsificacdo, o0 que representa um potencial para aplicagcdo na
biorremediacdo de solos contaminados com hidrocarbonetos (VASILEVA-TONKOVA e
GESHEVA, 2005).

2.4.2.3. Industria farmacética e de cosmeéticos

Na industria farmacéutica, os biossurfactantes podem ser aplicados como
anticoagulante, além de apresentarem atividade antibacteriana, antifingica, antiviral e
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antitumoral. Exemplos de biossurfactantes que apresentam estas propriedades sdo a
surfactina e a iturina (NITSCHKE e PASTORE, 2002).

Os biossurfactantes podem ser usados em produtos de higiene e cosméticos. A
preparacdo de biossurfactantes pela acdo enzimatica (principalmente lipases) sobre
moléculas hidrofébicas promoveu um novo direcionamento na producao destes compostos,
principalmente para utilizacdo em produtos de higiene e cosméticos (NITSCHKE e
PASTORE, 2002).

2.4.24. Industria do petrdoleo

Devido as suas propriedades fisico-quimicas, os biossurfactantes sdo melhores que
os surfactantes sintéticos para uma série de aplicagcdes na industria de 6leos, o que justifica
o fato de que a maior parte dos biossurfactantes produzidos (400 a 500 t ano™") seja utilizada
na industria do petréleo, em atividades como a limpeza de reservatérios de 6leos e na
recuperacao melhorada de petréleo (BOGNOLO, 1999).

A limpeza de tanques consiste na remogao de residuos e fragdes de 6leos pesados
que sedimentam no fundo de tanques de estocagem. Estes residuos sao altamente viscosos
e podem se tornar depdsitos solidos que ndo sao removidos através de bombeamento
convencional. A remogdo requer lavagem com solventes ou limpeza manual, ambas
perigosas, demoradas e caras. Outro problema é a preocupacao com o destino das aguas
de lavagem e a perda econdmica associada. Os métodos de limpeza baseiam-se na
formacao de emulsbes concentradas de 6leo em agua através de agentes de superficie com
posterior bombeamento da emulsdo formada, seguida da quebra desta emulsdo e
recolhimento do éleo. Um processo alternativo de limpeza é o uso de biossurfactantes que
promovem a diminuicdo na viscosidade e a formagédo de emulsées O/A, facilitando o
bombeamento dos residuos e a recuperacdo do 6leo cru ap6s quebra da emulsdo. Os
sélidos resultantes carregam uma quantidade limitada de 6leo residual pela agdo detergente
do biossurfactante, tornando o descarte destes residuos menos problematico. O
bioemulsificante mais utilizado para este fim é o derivado da Acinetobacter calcoaceticus,
denominado “emulsan”, cuja estrutura contém um acido graxo e uma cadeia proteica ligada
a um polissacarideo (MULLIGAN et al., 2001; BOGNOLO, 1999).

A recuperagdo melhorada de petréleo (MEOR) consiste em uma tecnologia de
recuperacao terciaria do petrdleo que utiliza microrganismos ou produtos de seu
metabolismo para a recuperacgao de 6leo residual. Os microrganismos de um reservatério de
petrleo sdo estimulados a produzir polimeros e biossurfactantes, a fim de melhorar a
recuperacao do Oleo pela diminuicdo da tensao interfacial na interface 6éleo-rocha,
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promovendo a movimentagdo do mesmo através dos poros das rochas (NITSCHKE e
PASTORE, 2002; BANAT et al., 2000).

2.4.3. PRODUGCAO DE BIOSSURFACTANTES PELOS MICRORGANISMOS

Os biossurfactantes podem ser produzidos por bactérias, leveduras e fungos
filamentosos e apresentam grande diferenca dos surfactantes sintéticos pela variabilidade
na sua natureza hidrofébica e hidrofilica (SHAFI e KHANNA, 1995). A composicao e
rendimento dos biossurfactantes dependem das caracteristicas do fermentador, do pH do
meio, da composi¢do dos nutrientes, do substrato e da temperatura utilizada (MULLIGAN et
al., 2001).

2.4.3.1. Vias metabdlicas de producao de biossurfactantes

Os biossurfactantes sédo produzidos por uma variedade de microrganismos,
secretados extracelularmente ou ligados as células durante o crescimento em substratos
geralmente imisciveis em &gua, possibilitando aos microrganismos utilizarem estes
compostos, normalmente insollveis em meio aquoso, o que impede a sua oxidagao e
assimilacdo (DESAI e BANAT, 1997; KOSARIC e CAIRNS, 1987). Entretanto, alguns
microrganismos sao capazes de produzir os biossurfactantes utilizando substratos soluveis
em agua.

A funcao do emulsificante para as células nao é totalmente conhecida, mas pode ser
a emulsificagcao de substratos insolluveis em dgua. Podem estar envolvidos na aderéncia das
células, possibilitando a sobrevivéncia das mesmas em ambientes hostis (DESAI e BANAT,
1997).

As vias de sintese destas moléculas nos microrganismos envolvem primeiramente a
formacao das moléculas que irdo constituir as porcdes hidrofébicas e hidrofilicas do mesmo,
estando envolvidos os mecanismos de biossintese de &acidos graxos, carboidratos e
derivados (KOSARIC e CAIRNS, 1987). A molécula do bioemulsificante geralmente é
constituida por uma parte hidrofilica e outra hidrofébica, sendo que estas podem ser
sintetizadas a partir de varios mecanismos:

a) as partes hidrofilica e hidrofébica da molécula sao sintetizadas através da sintese
“de novo” por mecanismos independentes;

b) a molécula hidrofilica & sintetizada através da sintese “de novo” enquanto a
hidrofébica é induzida pelo substrato;

c) a molécula hidrofobica é sintetizada através da sintese “de novo” enquanto a
hidrofilica € induzida é dependente do substrato;
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d) a sintese de ambas partes da molécula € dependente do substrato (DESAI e
BANAT, 1997).

A assimilacdo de n-alcanos pelos microrganismos pode ocorrer através de trés
mecanismos:

a) assimilacdo de hidrocarbonetos dissolvidos no meio, geralmente cadeias
carbonadas curtas (<10 carbonos) que apresentam solubilidade limitada em meio aquoso;

b) mecanismo de contato direto, no qual ocorre a formacao de agregados compostos
de células, gotas de hidrocarbonetos e ar, ocasionado um aumento na lipoficidade da
superficie celular induzida pelo contato com o hidrocarboneto, que é absorvido pela célula
através das camadas lipofilicas do envelope celular;

c) assimilagdo de hidrocarbonetos emulsificados, onde a partir do contato com a
célula, o substrato & convertido em pequenas goticulas, ocasionando uma pseudo-
solubilizacdo através de agentes extracelulares produzidos pelas células (KOSARIC e
CAIRNS, 1987).

Apds a entrada na célula, os hidrocarbonetos sdo oxidados a alcoois, depois a
aldeidos e posteriormente a 4cidos graxos, através da oxidagao terminal. Cadeias menores
de acidos graxos também podem ser obtidas pelo ataque em porgdes subterminais,
obtendo-se alcoois secundarios e cetonas, que apds uma clivagem levam a formacao de
acidos graxos de cadeias curtas. Apesar disto, a incorporacdo de hidrocarbonetos
geralmente leva a presenga nas moléculas de biossurfactantes de acidos graxos de cadeia
carbdnica de mesmo numero de carbonos que a fornecida pelo substrato. Estes acidos
graxos podem ainda sofrer elongacdo, dessaturacdo ou hidroxilagdo das cadeias
carbénicas, ou serem oxidados até acetil-CoA ou propionil-CoA, via B-oxidagdo ou ainda o e
w-oxidacado (KOSARIC e CAIRNS, 1987).

No caso de microrganismos que acumulam lipidios em grandes quantidades (> 25%
do peso seco da célula), os &cidos graxos formados a partir da incorporagdo de
hidrocarbonetos ou acidos graxos no meio de cultivo podem ser esterificados ao glicerol
para formarem mono, di e triacilglicerois, a forma mais comum de reserva de lipidios em
células eucariéticas (KOSARIC e CAIRNS, 1987).

A regulacdo da producao de bioemulsificantes pelos microrganismos pode envolver
mecanismos de indugao, repressao ou por regulacéo através da concentracado de nitrogénio
ou ions multivalentes. A indugéo ocorre através da adicao de moléculas de hidrocarbonetos,
acidos graxos de cadeia longa ou gliceridios. A repressao pode ocorrer quando do uso
concomitante de fontes de carbono simples, como glicose e acidos orgéanicos, e
hidrocarbonetos. Nestes casos, a producdo do bioemulsificante s6 ocorre ap6s o
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esgotamento da fonte de carbono simples. A produgéo de alguns biossurfactantes também
pode ser regulada pela concentracdo de nitrogénio e ions metalicos, ocorrendo somente
apds a exaustao destas fontes de nutrientes. Em cultivos em batelada, o acimulo de lipidios
€ favorecido quando no meio ha um excesso da fonte de carbono sobre outros nutrientes
limitantes. Ha uma fase inicial de crescimento balanceado durante o qual todos os nutrientes
sao igualmente absorvidos. Os niveis lipidicos nesta fase mantém-se inalterados e séao
modestos. Quando inicia a limitagdo de nutrientes a velocidade de crescimento decresce,
mas o carbono continua sendo transportado para o interior das células e utilizado para a
biossintese de lipidios, sendo que os produtos finais formados nestas circunstancias podem
ser lipidios, polissacaridios, polimeros de estocagem como o poli-hidroxibutirato ou
antibidticos. Nutrientes limitantes que podem levar a estas condigbes sdo o nitrogénio,
magnésio, ferro e fosforo (KOSARIC e CAIRNS, 1987).

2.4.3.2. Cinética da producao de biossurfactantes

A cinética de producao de biossurfactantes por microrganismos pode ser classificada
em quatro grupos principais: producdo associada ao crescimento, sob condigbes de
limitagdo do crescimento, por células imobilizadas ou com a suplementagao de um precursor
(DESAI e BANAT, 1997).

2.4.3.21. Producao associada ao crescimento

A producgéo associada ao crescimento ocorre quando ha relagéo entre o crescimento,
a utilizagdo do substrato e a producao do emulsificante. Neste caso, a producdo do
emulsificante ocorre durante a fase exponencial de crescimento do microrganismo, onde
ocorre a maior taxa de consumo de substrato e producédo de produtos (DESAI e BANAT,
1997).

2.4.3.2.2. Producao sob condicdes de limitacao do crescimento

A produgéao em condi¢des de limitagdo do crescimento caracteriza-se pelo aumento
da concentracéo de biossurfactantes como resultado da limitacdo de uma ou mais fontes de
nutrientes do meio de cultivo. A maior produgdo do emulsificante pode ocorrer durante a
fase estacionaria de crescimento, onde ocorrem 0s casos de limitagdo de nutrientes.
Exemplos de nutrientes que podem promover este padrao cinético sao o nitrogénio, o ferro e
o fésforo (DESAI e BANAT, 1997).
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Kim et al. (2002) relatam um caso de produgao de glicolipidios pelo microrganismo
Candida antarctica em que a produgcdo nao esta associada ao crescimento do
microrganismo, ocorrendo na fase estacionaria de crescimento. A fim de aumentar a
produtividade do biossurfactante, os autores propuseram que o cultivo fosse realizado em
dois estagios, de forma que a fase de producdo fosse separada da fase de crescimento
celular. Foram estudadas fontes de carbono que ocasionassem maximo crescimento celular
e, posteriormente, outras fontes de carbono que otimizassem a producéo do biossurfactante
guando o microrganismo atingisse a fase estacionaria de crescimento, sendo estas fontes

adicionadas em modo batelada alimentada.

2.4.3.2.3. Producgao por células imobilizadas

Nestes casos, nao ha multiplicagéo celular. As células, todavia, continuam a utilizar
fontes de carbono para a producdo de biossurfactantes. Isto permite uma importante
reducdo nos custos de recolhimento do produto, visto que as fases de crescimento e a
formacao de produtos podem ser separadas (DESAI e BANAT, 1997).

2.4.3.24. Producao com suplementacao de um precursor

A adicao de precursores ao meio de cultivo pode ocasionar modificagées qualitativas
e quantitativas na producdo de emulsificantes. A suplementagdo pode ser de substratos
lipofilicos ou hidrofilicos (DESAI e BANAT, 1997).

2.4.3.3. Fatores que afetam a producao de biossurfactantes

Kosaric e Cairns (1987) revisaram os principais fatores que influenciam na producéo
de biossurfactantes por microrganismos, sendo os principais a fonte de carbono, fonte de
nitrogénio e fatores ambientais como pH, temperatura, agitacdo e concentragao salina.

2.4.3.3.1. Fontes de macronutrientes

Os macronutrientes de maior importancia séo o carbono e o nitrogénio, sendo
relatados casos da influéncia das diferentes fontes destes compostos, bem como das
concentragdes presentes nos meios de cultivo sobre a produgéo dos biossurfactantes.

A uréia, os sais de aménio, o nitrato, os L-aminoéacidos, tais como o acido aspartico,
acido glutamico, asparagina e glicina, entre outras fontes, podem ser assimiladas pelos
microrganismos em processos de producdo de biossurfactantes. Entretanto, maximas
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produtividades geralmente sao obtidas na limitagdo da fonte de nitrogénio, além de
ocasionar modificagdes quimicas na composicdo dos biossurfactantes (DESAI e BANAT,
1997).

As fontes de carbono soluveis (glicose, glicerol, manitol e etanol) e insoluveis (6leo
de oliva e n-alcanos) foram utilizadas para a produgcéao de raminolipidios por Pseudomonas
spp, sendo a producao superior com a utilizacdo de substratos insoltveis, com influéncia
sobre a composicao dos biossurfactantes produzidos.

Bento e Gaylarde (1996) determinaram a atividade emulsificante de quatro bactérias
isoladas de solos contaminados com 6leo diesel em meios contendo glicose e oléo diesel
como fontes de carbono. Uma das bactérias isoladas apresentou baixa producdo de
emulsificantes quando a glicose foi usada como Unica fonte de carbono, mas a atividade
aumentou rapidamente com a adigdo de 6leo diesel, indicando que a produgdo do
emulsificante é induzida pela presenga de substratos insolUveis em agua.

Vance-Harrop et al. (2003) usaram o6leo de babassu e glicose como fontes de
carbono para a producdo de emulsificantes através de Candida lipolitica. Os melhores
resultados foram atingidos com os meios adicionados de 6leo de babassu (5%) em batelada
alimentada.

A producgao de soforolipidios ocorre em presenga de carboidratos simples como
substratos, no entanto, maiores rendimentos sdo obtidos pela adicdo concomitante de
substratos hidrofébicos (CAVALERO e COOPER, 2003; HOMMEL et al., 1994). Segundo
estes autores, os substratos sollUveis em agua sao primeiramente utilizados no metabolismo
celular para a sintese da parcela hidrofilica da molécula do soforolipidio, enquanto os
substratos lipofilicos séo utilizados para a produgdo da porcdo do lipofilica, sendo
incorporados diretamente na molécula do biossurfactante.

Kim et al. (2002) estudaram fontes de carbono e nitrogénio para a producdo de
glicolipidios a partir do microrganismo Candida antarctica. Dentre as fontes de carbono
estudadas, o éleo de soja foi 0 mais efetivo na produgédo do biossurfactante. A glicose e o
hexadecano nao levaram a producao do produto. Dentre as fontes de nitrogénio estudadas,
maiores quantidades de glicolipidios foram obtidas utilizando sais de amoénio ao invés de
nitratos ou nitritos, € o maior rendimento foi obtido com NH;NO;, superior ao obtido com
(NH,).SO, e NH,CI, o que foi atribuido ao menor decréscimo de pH durante o cultivo. O pH
final com o nitrato de amonio foi de 4,5, enquanto que com os outros sais de amdnio o pH foi
de 2,5 ao final dos cultivos.

llori et al. (2005) estudaram o efeito das fontes de carbono e nitrogénio na producao
de biossurfactantes por Aeromonas spp. Foram usadas como fontes de carbono o
diesel+acetato, acetato, 6leo cru, diesel, querosene e glicose. Estas foram adicionadas a um
meio de cultivo padrdo contendo NH;NO3, KH,PO,, K.SO, e MgSO,. Os experimentos foram
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realizados a temperatura ambiente e agitacdo de 120 min™ por 10 dias. O biossurfactante foi
detectado nos meios de cultivo contendo diesel e acetato e acetato no 6° dia. Nos meios
com diesel e glicose a deteccao ocorreu no 2° dia. A maior produgcdo do biossurfactante
ocorreu com glicose no 4°dia e a menor com diesel e acetato no 10° dia. O diesel e o 6leo
cru foram boas fontes de carbono para a producao de biossurfactantes pelo microrganismo.
Quando o diesel foi misturado ao acetato, a produgdo do biossurfactante foi tdo baixa
quanto quando foi utilizado o acetato somente. O organismo nao foi capaz de utilizar o
diesel na presenca do acetato. Provavelmente o acetato € utilizado como primeira fonte de
carbono quando ambas as fontes sdo adicionadas. A producédo de metabdlitos téxicos pode
ter ocasionado a inabilidade de utilizacdo do diesel. A glicose foi utilizada pelo
microrganismo como fonte de carbono, o0 que indica que a producdo do biossurfactante
ocorre na auséncia de fontes hidrofdbicas de carbono.

As fontes de nitrogénio testadas foram o KNO;, NaNO3;, NH,NO;, peptona e soja,
adicionadas a um meio de cultivo contendo Na,HPO,, KH.PO,, K,SO,, MgSO, e
hexadecano. Todos os sais testados e nutrientes foram utilizados pelo microrganismo como
fontes de nitrogénio para a producdo de biossurfactantes. A farinha de soja resultou em
maiores concentragdes do biossurfactante e o nitrato de sédio nas menores. A soja contém
proteinas e amido, as quais sédo fontes de carbono e compostos minerais, estimulando o
crescimento do microrganismo. Dentre os sais inorganicos testados, o nitrato de amonio foi
0 que apresentou os melhores resultados (ILORI et al., 2005).

Davis et al. (1999) demonstraram a importancia do metabolismo de utilizagdo do
nitrogénio pelo microrganismo Bacillus subtilis ATCC 21332 para a producao de surfactina.
Foram testadas quatro condigdes de cultivo, sendo avaliados os parametros de conversao
de células em produtos (Ypx) € a concentragdo de surfactina em mg L™ no meio de cultivo,
como mostrado na Tabela 1.

Foi demonstrado que a producao de surfactina é dependente da limitacao de nitrato
como fonte de nitrogénio no meio de cultivo. Quando em aerobiose (condicao 2), o ambnio
foi consumido em 7 h de cultivo, sendo o nitrato utilizado como fonte de nitrogénio no tempo
restante do experimento. A concentracdo de surfactina aumentou no periodo de utilizagao
do nitrato e a taxa de produgé&o do biossurfactante diminuiu quando houve a limitagdo da
fonte de nitrogénio. Na condicao 4, a limitagao de oxigénio foi observada em 10 h de cultivo,
caracterizando a anaerobiose. O amoénio foi utilizado como fonte de nitrogénio no periodo
aerobio, sendo o nitrato utilizado quando em anaerobiose, mesmo ainda havendo am®énio
disponivel. Isto foi explicado pelos autores pelo fato de que o Bacillus subtilis € conhecido
por utilizar o nitrato como aceptor final na cadeia de transporte de elétrons. Uma evidéncia
da utilizacao do nitrato na cadeia de transporte de elétrons foi 0 aumento da concentragao
de nitrito no meio de cultivo. A produgao de surfactina aumentou apdés o consumo total do
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nitrato. Concluiu-se que a produgdo de surfactina aumenta na limitagdo de nitrato em
condi¢cdes de anaerobiose (DAVIS et al., 1999).

Tabela 1 CondicGes de cultivo utilizadas para a producao de surfactina pelo microrganismo
Bacillus subtilis ATCC 21332

. [fonte de C] [NH;NO;] [surfactina]
Condicao de cultivo p » PIX »
(gL”) (gL?) (mg L7)
(1) Aerobiose/limitagéo da 10 4 0,0068 31,2
fonte de C
(2) Aerobiose/limitacido da 30 1 0,021 45,3
fonte de N
(3) Anaerobiose/limitacao 20 6 0,0069 41,3
da fonte de C
(4) Anaerobiose/limitacao 40 4 0,075 439,0

da fonte de NOg

Fonte: DAVIS et al. (1999)

2.4.3.3.2. Fatores ambientais

Os fatores ambientais que influenciam na producéao de biossurfactantes sdo: o pH, a
temperatura, a concentracdo de oxigénio e a agitacao.

O pH apresenta importancia na producao de soforolipidios por Torulopsis bombicola.
A producgéo de raminolipidios por Pseudomonas € maxima em pH de 6,0 a 6,5, diminuindo
em pH acima de 7,0 (DESAI e BANAT, 1997). A maxima producao de glicolipidios por
Candida antarctica ocorreu em pH inicial de 7,9, chegando a pH final de 4,5 ao final de 7
dias de cultivo. A produgédo do emulsificante foi inibida em pHs iniciais inferiores a 3,
possivelmente devido aos pHs finais muito baixos alcancados ao final dos cultivos (KIM et
al., 2002).

A temperatura pode causar alteragcbes na composigcdo dos biossurfactantes
produzidos (DESAI e BANAT, 1997). Bicca et al. (1999) estudaram temperaturas de 30°C,
37°C e 40°C na produgdo de biossurfactantes por Rhodococcus AC 239, obtendo-se
melhores resultados a 37°C.

Elevadas agitagbes podem resultar na redugéo da concentracao do biossurfactante
devido ao efeito da tensdo cisalhante. Ja a transferéncia de oxigénio € considerada como
um parametro chave na otimizagdo e aumento de escala da produgédo do biossurfactante
surfactina (DESAI e BANAT, 1997).
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Adamezak e Bednarski (2000) avaliaram a influéncia da composi¢cdo do meio e da
aeragao na sintese de glicolipidios pelo microrganismo Candida Antarctica. Os cultivos
foram realizados em modo submerso, a 30°C. As variaveis testadas foram: a fonte de
carbono para o crescimento (6leo de soja, gordura de frango, glicose e lactose —80 g L"), a
pressao parcial de oxigénio no meio (25, 50 e 75%) e o fluxo de ar (1 e 2 v.v.m.). A melhor
condicdo testada levou a producédo de 45,5 g L™ do biossurfactante utilizando éleo de soja
como fonte de carbono, pressao parcial de oxigénio de 50% e fluxo de ar de 1 v.v.m.

Guilmanov et al. (2002) objetivaram estudar a relagcao entre a aeragao, o crescimento
de microrganismo e a producao de soforolipidios por Candida bombicola. Os cultivos foram
realizados em modo submerso através da adicdo do substrato em modo batelada
alimentada. A fim de prevenir a inibicao pelo produto final, 0 mesmo foi removido do meio de
cultivo a cada 24 h. Os experimentos foram realizados a 30°C, com volumes iniciais de meio
de 30, 70, 110 e 150 mL, com agitacdo crescente de 100 a 360 min™', aumentando 20 min™
d' durante 13 dias. Quando a biomassa atingiu um patamar de crescimento, glicose (90 g L’
') e 4cido oléico (40 g L") foram adicionados. O &cido oléico (40 g L) foi adicionado
posteriormente a cada 24 h durante 14 dias. Como os cultivos foram realizados em frascos
de tamanho idéntico, os cultivos de maior volume representavam menor oxigenacao e os
com menores volumes representavam maior oxigenagdo. A variacdo da velocidade de
agitagao diversificou as condigbes de oxigenacao, as quais foram medidas nos meios de
cultivo. A maior produgao de soforolipidios (50g L'd™") ocorreu nos frascos de 30 a 70 mL,
os quais correspondiam a uma oxigenacdo de 50 MM O, L'h"a80 mM O, L' h™.

2.5. OTIMIZAGAO ESTATISTICA DE PROCESSOS

A otimizacdo é um método utilizado para implementar a performance de sistemas e
aumentar o rendimento destes sem o aumento dos custos (BAS e BOYACI, 2006). O uso de
planejamentos experimentais estatisticos na otimiza¢do de processos fermentativos e meios
de cultivo tém sido bem documentados. H4 uma abundancia de aplicacdes e estudos de
caso na literatura. Uma aplicacdo completa do planejamento experimental inclui a selegéo
de variaveis seguida da otimizacado através de metodologia de superficie de resposta
(COCKSHOTT e SULLIVAN, 2001).

A melhoria ou desenvolvimento de um processo, ou a formulagdo de um produto,
requer o planejamento de um procedimento experimental a fim de avaliar os efeitos que
suas variaveis independentes ou fatores tém sobre a(s) resposta(s). Isto pode ser realizado
avaliando-se um fator por vez, mantendo as outras variaveis fixas ou variando-se todos os
fatores conjuntamente (RODRIGUES e IEMMA, 2005).
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A primeira metodologia é o procedimento experimental mais difundido e usual,
método denominado “one-at-a-time” ou estudo de uma variavel por vez, onde se avalia uma
variavel em diferentes condicbes e as demais variaveis sdo fixadas. Posteriormente, o
melhor valor encontrado é fixado e as outras variaveis sao alteradas até que todas sejam
consideradas. Este método pode ser usado, mas nao prevé as interagdes entre as variaveis,
conforme exemplificado na Figura 4(a). Este estudo necessitaria de 13 ensaios para a
obtencdo da melhor resposta desejada. No entanto, as condicées estudadas ficariam
limitadas aquela regido espacial, nao sendo possivel detectar efeitos de interagdo entre
elas, sendo que o melhor resultado obtido fica sempre muito aquém do valor otimizado (BAS
e BOYACI, 2006; RODRIGUES e IEMMA, 2005).

O segundo método obtém o resultado através de uma matriz de todas as
combinagdes até a obtengdo de uma solugdo. Este método tem a vantagem de explorar
todo o espago experimental, mas necessita de um grande numero de experimentos (125,
para 3 varidveis variando em 5 niveis cada: 5x5x5), conforme Figura 4(b). Este
procedimento é demorado, de custo muito alto e, por ndo possuir nenhum ensaio repetido
nao permite o calculo do erro padrao inerente as manipulagdes experimentais (RODRIGUES
e IEMMA, 2005).

A resolugdo do problema através de um planejamento estatistico conhecido como
planejamento experimental fatorial (Figura 4c) para a solugdo do projeto experimental pode
ser feita usando um numero menor de medidas e explorando todo o espaco experimental.
Neste caso, € necessaria a realizacdo de 17 ensaios (8 ensaios fatoriais representados
pelos vértices do cubo + 6 ensaios nos pontos axiais para testar o modelo de 22 ordem + 3
ensaios no ponto central para o calculo do erro padrao do experimento). A regido de estudo
€ maior com um namero menor de ensaios a serem realizados, podendo-se calcular o erro
experimental, indispensavel para avaliar a reprodutibilidade do processo. E possivel, ainda,
elaborar um modelo matematico, que, se validado estatisticamente, pode ser usado para a
obtencdo da superficie de resposta e através desta andlise se determinar as condicbes
otimizadas (RODRIGUES e IEMMA, 2005).

O numero de planejamentos experimentais fatoriais necessarios para a otimizagéo
de um processo depende do numero de variaveis independentes a serem estudadas
inicialmente. No caso de 2 ou 3 variaveis independentes ou fatores, devem-se usar 0s
delineamentos fatoriais completos e, na seqiéncia da otimizagcdo, os delineamentos
compostos centrais rotacionais, também conhecidos como metodologia de superficie de
resposta. Para o estudo de 4 ou mais variaveis deve-se utilizar planejamentos fracionarios
ou planejamentos tipo Plackett-Burman para uma investigagdo inicial em relagéo aos efeitos
das variaveis estudadas sobre as respostas desejadas. Para se obter a otimizagdo sera
necessario outro planejamento com 2 ou 3 variaveis, dependendo do resultado do
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planejamento fracionado. O uso de um planejamento composto central sem a realizagao
prévia de um planejamento fracionado no caso de muitas variaveis resultaria em um numero
muito grande de ensaios sem a garantia da otimizacao direta. O planejamento fracionario
permite a exploragdo das variaveis previamente a otimizagdo (RODRIGUES e IEMMA,
2005).

(a) Um fator por vez 13

::::::

(b) Matriz (combinag&o e T 105
de todos fatores) e —

,///‘ v i
(c) Delineamento P
composto central - == 17
rotacional = =1 i
/ a

Fonte: Haaland apud RODRIGUES e IEMMA (2005)
Figura 4 Possibilidades de conduzir experimentos para 3 variaveis estudadas. (a) Analise de

uma variavel por vez, (b) matriz com todas as combinacdes possiveis e (c) delineamento

composto central rotacional
2.5.1. EXEMPLOS DE UTILIZACAO DE PLANEJAMENTOS ESTATISTICOS

Cockshott e Sullivan (2001) utilizaram planejamentos estatisticos seqlienciais para a
otimizacdo de um meio para a produgédo de equinocandina B por Aspergillus nidulans em
fermentagédo submersa. O Quadro 4 apresenta um resumo dos planejamentos experimentais
utilizados para a otimizagéo do meio.

Na primeira etapa foi utilizado um planejamento Plackett Burman com 20 tratamentos
e 3 pontos centrais, sendo avaliadas 15 variaveis. Na seqliéncia, as cinco variaveis de maior
significancia foram utilizadas em um planejamento fatorial fracionario 2° com 2 pontos
centrais, em 2 blocos de 2 fragao, totalizando 18 experimentos em cada bloco. As variaveis
do PB néao significativas ou com efeitos negativos foram ignoradas (COCKSHOTT e
SULLIVAN, 2001).
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No caso dos planejamentos Plackett Burman, o efeito da curvatura indica como as
variaveis precisam ser direcionadas para atingirem a regidao de étimo. A metodologia de
superficie de resposta é apropriada quando a regido de étimo é identificada. Com a
obtencao destes dados, o pesquisador pode aproximar a fungédo resposta para um modelo
de 22 ordem, as condicdes de oOtimo podem ser determinadas experimentalmente e
confirmadas através de experimentacdo. A condicdo necesséaria para um Unico ponto de
maximo é a presenca de efeitos quadraticos negativos (COCKSHOTT e SULLIVAN, 2001).

Quadro 4 Resumo dos planejamentos experimentais utilizados na otimizagdo do meio para a

produgdo de equinocandina B por A. nidulans em fermentagéo submersa

Planejamentos Objetivo

Avaliar o impacto individual de cada
componente do meio sobre a producgao
Plackett Burman de equinocandina B objetivando focar os
futuros experimentos nos componentes

criticos do meio de cultivo

Quantificar os efeitos individuais e de
Planejamento fatorial completo 2° interacdo dos 5 fatores criticos a fim de

localizar a regido de étimo

Aumentar o planejamento fatorial
completo com os pontos axiais e pontos
Otimizagao centrais adicionais a fim de completar o
planejamento de superficie de resposta e

confirmar a regiao de 6timo

Utilizacdo da andlise de curvatura para

. B investigar regides de étimo promissoras
Confirmagéo , .
como determinado pela superficie de

resposta

Fonte: COCKSHOTT e SULLIVAN (2001)

Se a curvatura do estagio fatorial é insignificante e os fatores lineares sao
significativos, indica que a superficie de resposta é linear e a regido de 6timo esta fora da
regiao de estudo. Nesta situagdo deve-se buscar a regido de 6timo através do método do
caminho ascendente. Este método utiliza a magnitude e o sinal dos efeitos lineares para
determinar a regido de onde se obterdo as respostas maximas. O caminho dos novos

experimentos inicia no centro do espaco experimental atual em direcdo externa a este. As
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respostas destes experimentos sdo plotadas até a identificacdo do centro de uma nova
regiao que contera a regiao de 6timo (COCKSHOTT e SULLIVAN, 2001).

Na andlise do experimento fatorial 2°, os autores obtiveram p=0,121 para a curvatura
do modelo e varias interagcdes de varidveis significativas. Neste, caso, como o efeito da
curvatura nao foi significativo, porém indicativo de curvatura e as interagdes foram
significativas, a presenga da curvatura € evidente. Neste caso, o0 método do caminho
ascendente é inapropriado, sendo utilizado o método de curvatura ascendente, que inclui
pontos axiais e novos pontos centrais ao planejamento. Assim, totalizando, os autores
utilizaram um planejamento fatorial completo com 32 experimentos, somados a 7 pontos
centrais e 10 pontos axiais (2 por variavel) (COCKSHOTT e SULLIVAN, 2001).

O efeito das interagdes entre variaveis (% 06leo de girassol, % peptona, % glicose,
periodo de incubagéao e velocidade de agitacdo) sobre a produgéo de lipases por Aspergillus
carneus foi estudado por Kaushik et al. (2006). Cada variavel foi avaliada em trés niveis (-
1,0,+1) através de um planejamento de face centrada, num total de 32 experimentos. A
resposta utilizada foi a maxima atividade lipolitica obtida. A modelo gerado esta apresentado
na Equacédo 1, sendo: Y a resposta predita pelo modelo; By a média; B+, B2, B3, P4 € Ps 0S
coeficientes lineares; P11, P2z, P33, Pas € Pss 0s coeficientes quadraticos; Bz, Bis, Pis, B2ss Poa,
B2s, Baa, P3s € Pas, 0s coeficientes de interagao. Os niveis das variaveis foram gerados a partir
das melhores respostas obtidas em experimentos prévios realizados variando-se uma
variavel por vez, sendo mostrados na Tabela 2.

Y =By +By-A +BoB+BsC+B,D+Bs.E + By A% + BB +
Bas.C? + By D? +Bes.E? +Byp.AB +By5.AC + By, .AD +B,5.AE + (1)
Bo3.BC +B,,.BD + B,5.BE + B5,.CD + B45.BE +B,5.DE

Tabela 2 Niveis das variaveis utilizadas na otimizacao da producéo de lipase por A. carneus
através de um Planejamento de Face Centrada

Variavel/nivel -1 0 +1

Oleo de girassol (%) 1 1,5 2
Peptona (%) 0,2 0,5 0,8
Glicose (%) 0,8 1,0 1,2
Agitacdo (min™) 200 250 300
Tempo de incubacéo (h) 72 96 120

Fonte: KAUSHIK et al (2006)

A atividade lipasica maxima obtida na otimizacdo foi de 12,7 U mL" em 96 h de
incubacao, utilizando-se 1% de 6leo de girassol, 0,8% de glicose, 0,8% de peptona e
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agitagdo de 200 min™', em comparacdo com 7,2 U mL™" obtida nos experimentos variando-se
uma variavel por vez. Para validacdo do modelo foram realizados 6 experimentos com
diferentes niveis de 6leo de girassol, glicose e velocidades de agitacdo e mantendo-se fixas
a concentracao de peptona em 0,8% e o tempo de incubagdo em 96 h, visto estas variaveis
nao terem apresentado significAncia estatistica em um intervalo de confianca de 95%.
Foram confirmados os melhores niveis das variaveis significativas conforme o modelo
quadratico gerado, sendo a maxima atividade enzimatica de 12,67 U mL™" (KAUSHIK et al.,
2006).

Vohra e Satyanarayana (2002) estudaram a producédo de fitase por Pichia anomala
através da metodologia de superficie de resposta. O meio de cultivo utilizado foi
primeiramente otimizado variando-se uma variavel por vez. As variaveis experimentais
foram as concentragdes de glicose (A) e extrato de carne (B) e a concentragdo inicial de
inéculo (C). Utilizou-se um DCCR composto por 8 experimentos (2°) + 6 pontos axiais e 6
pontos centrais. O modelo de 22 ordem gerado estd apresentado na Equacdo 2. Os
coeficientes de primeira e segunda ordem e de interagdo encontrados sao apresentados na
Tabela 3. Os parametros A, B e B, foram significativos no modelo. A validagao do modelo foi
realizada em um experimento com concentragdo de glicose (A) de 0,5%, extrato de carne
(B) de 0,1% e concentragdo inicial de inéculo de 1,5%, sendo obtida uma atividade
enziméatica de 139 U g'. O valor de atividade enzimatica predito pelo modelo nestas
condicbes foide 131 U g™.

Y =By +Bi.A+PBpB+Bs.Ct Py A2 + By B2 + Byg.C2 + By AB + Brg.AC + B3 BC (2)

Tabela 3 Coeficientes de primeira e segunda ordem e de interagao para o modelo de 2°
ordem gerado na otimizag&o da producao de fitase por Pichia anomala através da
metodologia de superficie de resposta

BO I31 |32 |33 |311 I322 I333 I312 B13 B23

131,44 -3,02 -71,44 12,75 0,1 8,86 -0,5 2,09 2,02 -2,41

Fonte: VOHRA e SATYANARAYANA (2002)

Elibol e Ozer (2002) estudaram os efeitos da concentracado inicial de glicose e da
concentracao de 6leo de milho como indutor da produgéo de lipase por Rhizopus arrhizus
através de um planejamento composto central rotacional, cujos niveis reais e codificados
estdo apresentados na Tabela 4. A avaliacao estatistica do planejamento gerou um modelo
de 22 ordem com R® de 0,98. A méaxima atividade lipolitica obtida foi de 300 uM min

utilizando-se 1 g L™ de glicose e 2,7 g L™ de 6leo de milho.
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Kalil et al. (2000) estudaram a otimizacao do rendimento e produtividade de uma
fermentagcao alcodlica continua. Primeiramente, um planejamento Plackett Burman de 20
experimentos foi utilizado para a sele¢do de variaveis significativas no processo, tendo sido
avaliadas 10 variaveis. Destas, cinco apresentaram significancia estatistica sobre o
processo, sendo estudadas, em uma segunda etapa, a partir de um delineamento composto
central ortogonal composto por 32 experimentos referentes ao planejamento fatorial
completo (2°), 10 experimentos referentes & adicdo dos pontos axiais e 1 experimento no
ponto central (somente um ponto central foi adicionado visto ser um trabalho de simulagéo).

Tabela 4 Niveis reais e codificados das variaveis utilizadas na otimizagao da producgao de
lipase por Rhizopus arrhizus

Variaveis/Niveis -0 -1 0 +1 +0
Glicose (g L™ 1 3,25 5,5 7,75 10
Oleo de milho (g L™ 1 5,75 10,5 15,25 20

Fonte: ELIBOL e OZER (2002)

Souza et al. (2006) realizaram a otimizagdo da composicdo de um meio de cultivo
para a produgdo de transglutaminase de Bacillus circulans BL32. Sete componentes do
meio de cultivo foram testados em duas concentracdes através um planejamento Plackett
Burman de 12 experimentos. Dos sete componentes estudados, apenas 2 apresentaram-se
com significancia estatistica (p<0,05) sobre a producdo de transglutaminase. Em uma
segunda etapa, a concentracdo destes componentes foi estudada através de um
Delineamento Composto Central Rotacional de duas varidveis, num total de 12
experimentos.

Burkert et al. (2004) otimizaram a producao de lipase pelo fungo Geotrichum sp.
através de técnicas seqlenciais de planejamento experimental. As variaveis de estudo
foram a concentracdo de glicose, a concentragdo da agua de maceragdo de milho, a
concentracdo da fonte de nitrogénio (nitrato de amonio) e o tipo de 6leo adicionado como
indutor (6leo de soja ou azeite de oliva na concentracdo de 1%). Foram realizados 5
planejamentos experimentais, sendo o primeiro um planejamento fatorial completo tipo 2*
com seis pontos centrais, onde a glicose ndo apresentou efeito significativo sobre a
produgd@o da enzima, sendo excluida dos demais planejamentos. Dois planejamentos do tipo
2° com 6 pontos axiais e 3 pontos centrais foram realizados utilizando-se como variaveis as
concentracdes de azeite de oliva, nitrato de amoénio e agua de maceragdao de milho. O
mesmo foi realizado utilizando-se o 6leo de soja como indutor. A composi¢do étima do meio
de cultivo foi obtida com concentragées de nitrato de aménio entre 2,1% e 2,5%, com 13% a
15% de agua de maceracao de milho e 0,6% de 6leo de soja, obtendo-se atividade lipasica
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de 20 U mL™. Utilizando-se azeite de oliva como indutor, 0 meio 6timo apresentou 0,8 a 1%
de nitrato de aménio, 13 a 15% de agua de maceracgédo de milho e 0,6% de azeite de oliva,
alcangando-se uma atividade enziméatica de 17 U mL™.
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4. ARTIGOS

Neste capitulo encontram-se descritos os procedimentos experimentais utilizados no
desenvolvimento do trabalho, bem como os resultados obtidos, escritos na forma de artigos
cientificos. O fluxograma abaixo apresenta um esquema das etapas experimentais

realizadas.

| 12 etapa :
i Isolamento de fungos produtores de lipases :
E a partir de solo contaminado com 6leo diesel i
' e efluentes de laticinios '

2% etapa I LT T P

Selecdo de fungos produtores de lipases | d—) =
! i
U

oSt TTT T T T m s s e EE e I A
1 ' Via bioprocesso submerso : -.LAmgo 2

37 etapa :
Otimizagdo da producdo de lipases utilizando 1 | ===-=-=mmmmmmmmmmmmmmo oo WIT TN P
técnicas sequenciais de otimizacéo | ‘ _______
estatistica de processos |

42 etapa E ___________________________
Caracterizac@o das lipases produzidas : ‘ -------
nas condigGes otimizadas ! IR T Y )

B : 1 Via bioprocesso submerso , mj. 995,

| 5% etapa :

i Avaliagdo da correlacdo entre a producio de | - ! Artigo 7
: : [ e e e e
! i

lipases e biossurfactantes via bioprocessos
submersos e em estado sélido

Fluxograma explicativo das etapas experimentais realizadas.
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41. SELECAO DE FUNGOS FILAMENTOSOS PRODUTORES DE LIPASES ATRAVES
DE FERMENTAGAO EM ESTADO SOLIDO

4.1.1. RESUMO

A fermentagdo em estado sdlido foi realizado com farelo de trigo e casca de arroz como
substrato a fim de isolar fungos filamentosos com atividade lipolitica a partir de efluente de
laticinios e solo contaminado com dleo diesel. A atividade lipolitica foi medida em unidades,
sendo uma unidade (U) definida como a quantidade de enzimas requeridas para liberar 1
umol de &cidos graxos por minuto por grama de substrato dmido (1 U = 1 pme min™ g’).
Foram isolados 24 fungos filamentosos com atividade lipolitica, 17 a partir do efluente de
laticinios e 7 a partir do solo contaminado com oleo diesel. Os melhores produtores de
lipases foram os fungos Aspergillus E-6, isolado do efluente de laticinios, com atividade
lipolitica maxima de 49,81 U, e Aspergillus O-4, isolado do solo contaminado com dleo
diesel, com maxima atividade lipolitica de 45,49 U. Ambos fungos apresentaram maximas
atividades apds oito dias de fermentacao.

Palavras-chave: farelo de trigo, fungos filamentosos e lipases.
4.1.2. ABSTRACT

A solid-state (SS) bioprocess with wheat bran and rice husk as substrate was used to isolate
filamentous fungi with lipase activity from dairy effluent and soil contaminated with diesel oil.
Lipase activity was measured in units, with one unit (U) being defined as the amount of
enzyme required to liberate 1 umol of fatty acids per minute per gram of bran substrate (1 U
=1 Uno min g'). We obtained 24 isolates of filamentous fungi with lipase activity, 17 from
the dairy effluent and 7 from the diesel oil-contaminated soil. The best lipase producers were
the dairy effluent isolate Aspergillus E-6, with a maximum lipase activity of 49.81 U, and
Aspergillus isolate O-4 recovered from the diesel oil-contaminated soil, with a maximum
lipase activity of 45.49 U. Both these isolates produced their maximum lipase activity eight
days after the start of the bioprocess.

Key words: filamentous fungi, lipase, wheat bran.
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4.1.3. INTRODUCAO

A fermentacdo em estado solido (FES) € uma técnica de crescimento de
microrganismos na superficie e no interior de particulas porosas Umidas na qual o contetdo
de liquido contido na matriz sélida deve ser mantido em valores de atividade de agua que
assegure o conveniente crescimento e metabolismo celular, mas que ndo exceda a
capacidade maxima de retencdo de agua na matriz. Devido aos baixos niveis de atividade
de agua (aw), os fungos filamentosos sdo os que recebem a maior atencdo, pois
apresentam melhor capacidade de crescimento nestas condicoes (COUTO et al., 2005;
PANDEY, 2003; PANDEY et al., 2000). Os fungos filamentosos sdo os microrganismos de
maior importancia industrial usados em FES, pois estes podem crescer naturalmente em
frutas, graos e residuos agricolas e florestais, sendo as condi¢des de cultivo deste tipo de
processo muito proximas as condi¢ées naturais de crescimento, com valores de aw na
ordem de 0,70 — 0,80, ideal para o crescimento de muitos fungos, especialmente os
filamentosos. Na FES o uso de residuos agroindustriais como farelos e palha de trigo e
arroz, casca de soja, milho e arroz, bagago de mandioca e de cana-de-agucar entre outros,
sdo de extrema importancia, porque auxiliam na resolugdo de problemas de poluigao
ambiental, causados pelo grande volume destes materiais que sdo gerados pelas industrias,
e ainda torna a fermentacdo com um custo mais baixo (RAIMBAULT, 1998)

Os fungos filamentosos tém sido estudados como bons produtores de lipases, sendo
0s géneros mais citados Aspergillus, Rhizopus, Penicillium, Mucor, Geotrichum e Fusarium
(HAQ et al., 2002; MAHADIK et al., 2002; MAIA et al., 2001; SHARMA et al., 2001).

As lipases (triacilglicerol-acil-hidrolases E.C.3.1.1.3.) s&o enzimas capazes de
hidrolizar ligagbes éster de substratos insolUveis em agua na interface entre o substrato e a
agua, que catalisam a hidrélise total ou parcial de triacilglicerol (TAG) fornecendo
diacilglicerol (DAG), monoacilglicerol (MAG), glicerol e acidos graxos livres (SHARMA et al.,
2001) . As lipases representam um grupo de biocatalisadores acessiveis e, normalmente de
baixo custo e flexiveis quanto a sua especificidade. As lipases podem ser aplicadas na
industria de alimentos (HASAN et al., 2005; SHARMA et al., 2001), como por exemplo, na
fabricagdo de queijos como aceleradoras do processo de cura, bem como na industria de
detergentes (HASAN et al., 2005), no tratamento de efluentes (MENDES e CASTRO, 2005;
ROSA et al., 2005; CASTRO et al., 2004), no desenvolvimento de cosméticos e na industria
farmacéutica (ELIBOL e OZER, 2000), na resolucdo de misturas racémicas (RAO et al.,
1993) dentre outras aplicagdes.

Objetivou-se o isolamento e sele¢do de fungos filamentos para a produgéo de lipases
através de fermentacdo em estado sélido.



64

4.1.4. MATERIAL E METODOS

4.1.4.1. Coleta de amostras, isolamento de fungos, identificacao e manutencao

As amostras de solo foram coletadas em profundidades de 50 a 100 cm, de uma
area contaminada com Oleo diesel. As amostras de efluentes ricos em lipidios e acidos
graxos foram coletadas na saida do equalizador e do tanque de aeracdo de uma industria
de laticinios (ROVEDA et al., 2009), ambos na cidade de Passo Fundo, estado do Rio
Grande do Sul, Brasil. Os fungos filamentosos foram isolados das amostras de solo através
de diluicdes seriadas em agua peptonada (0,1% p/v de peptona; Acumedium Manufacturers,
USA) até diluicdo 10°. As diluicdes foram plaqueadas em placas de Petri contendo meio
meio agar-batata-dextrose (ABD - Acumedium Manufacturers) acidificado até pH 3,5 com
uma solucéo de 4cido tartarico a 10%. De cada dilui¢&o foi retirado 0,1 mL e inoculado sobre
a superficie do meio ABD acidificado soélido em placa de Petri, realizando-se o
espalhamento com uma alg¢a de Drigalsky. O isolamento dos fungos do efluente de laticinios
foi realizado pela inoculagdo direta de 0,3 mL do efluente sobre a superficie do meio ABD
acidificado em placas de Petry. Em ambos os casos, as placas foram incubadas a 30°C por
5 dias e as colbnias individuais foram tranferidas para tubos de ensaio contendo agua
peptonada 0,1%. Os microrganismos foram repicados em meio ABD acidificado até o total
isolamento das col6nias. Os microrganismos isolados foram mantidos em tubos de ensaio
com ABD inclinado a 4°C. Os fungos isolados foram identificados quanto ao género através
da técnica de microcultivos em laminas, segundo as caracteristicas morfologicas (RIBEIRO
e SOARES, 2000).

4.1.4.2. Selecao de fungos filamentosos produtores de lipases

Os fungos isolados foram plaqueados em placas de Petri contendo 30 mL de ABD e
incubados a 30°C por 5 dias até a esporulacdo. Apo6s a incubacao, 20 mL de agua destilada
contendo 0,1% (v/v) de Tween 80 (Sigma) foram adicionados em cada placa realizando-se a
raspagem dos esporos através de uma alga de Drigalski. Os esporos fungicos e o micélio
foram filtrados em gaze estéril para separagao das hifas.

O meio de cultivo para a fermentagédo em estado sélido foi preparado com 85,7% de
farelo de trigo (90 g), 14,3% (15 g) de casca de arroz e 71% (v/p) (75 mL) de solugéo salina
(2 g L" de KH,PO,, 1 g L de MgSO4 e 10 mL L de solugao traco, contendo por L: 0,63 mg
de FeS0O,.7H,0, 0,01 mg de MnSQ,, 0,62 mg de ZnSO, e agua destilada até o volume de 1
L) (BERTOLIN et al., 2001), a fim de fornecer micronutrientes. O meio de cultivo foi
autoclavado a 103 kPa por 20 min, corrigido o pH até 6,0 a partir da adigdo de uma solugéo
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1,5 M de H,SO, e ajustada a umidade até 60% pela adicdo de agua destilada estéril. Azeite
de oliva na proporcao de 2% foi adicionado como indutor.

Para cada fungo isolado, duas fermentacdes foram realizadas, sendo adicionados 50
g de meio de cultivo em frascos erlenmeiers de 300 mL e inoculados com 2,5 mL de
suspensao de esporos, obtendo-se uma concentragao inicial de inéculo no meio de cultivo
de 2.10° esporos.g”. Os frascos foram incubados em estufa a 30 °C por 10 dias, sendo
realizadas coletas de 10 g de amostras a cada 48 h para a determinacao de lipases.

4.1.4.3. Determinacao da atividade lipolitica

As lipases foram extraidas dos meios fermentados pela adicdo de 10 mL de tampéo
fosfato (0,1 M; pH 7,0) a 1 g de farelo fermentado em erlenmeiers de 250 mL. Os frascos
foram submetidos a agitacdo a 160 min™ por 30 min a 37°C, posteriormente o liquido foi
decantado e filtrado em algodao para a remogéao de solidos suspensos.

A atividade lipolitica foi determinada, em duplicata, através do método proposto por
Burkert et al. (2004), o qual se baseia na titulagdo com NaOH dos acidos graxos liberados
pela acdo da enzima lipase presente no extrato enzimatico sobre os triacilglicerdis do azeite
de oliva emulsionados em goma arabica.

Em frascos de 250 mL adicionaram-se 2 mL de tampéao fosfato (0,1 M, pH 7,0), 5 mL
de emulsdo preparada com 75 mL de goma arabica a 7% e 25 mL de 6leo de oliva. A este
sistema adicionou-se 1 mL de extrato enzimatico e incubou-se a 37°C durante 30 min. Apos
a incubacao, a reacgao foi paralisada pela adicdo de 15 mL de solugao acetona:etanol:agua
(1:1:1) e titularam-se os acidos graxos liberados com uma solugdo de NaOH 0,01 M
utilizando fenolftaleina como indicador.

Uma unidade de atividade lipolitica foi definida como a quantidade de enzima que
libera 1 pmo de acido graxo por minuto por grama de farelo fermentado umido (1 U=1 Pl

min" g™, nas condi¢ées do ensaio.
4.1.4.4. Analise estatistica
A atividade lipolitica em funcdo do tempo foi tabelada e plotada. As méaximas

atividades lipoliticas foram submetidas a andlise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas através do teste de Tukey (BOX et al., 1978).
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4.1.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.5.1. Isolamento dos fungos, identificacdao e producao de lipases em funcao
do tempo

Foram isolados 17 fungos filamentosos (fungos E-1, E-3, E-5 a E-10 e E-12 a E-20)
do efluente de laticinio e 7 fungos filamentosos do solo contaminado com éleo diesel (fungos
O-1 e O-3 a 0-8), sendo que todos apresentaram atividade lipolitica.

A atividade lipolitica em funcao do tempo para os fungos E-1, E-3 a E-10 e E-12 a E-
20 esta mostrada na Figura 1 e para os fungos O-1 e O-3 a O-8 na Figura 2.
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Figura 1 Atividades lipoliticas em funcao do tempo para (a) fungos E-1, E-3, E-5 e E-6, (b) E-
7 aE-10, (c) E-12a E-15, e (d) E-16 a E-20
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Figura 2 Atividades lipoliticas em funcao do tempo para (a) fungos O-1, O-3, O-4 e O-5, (b)
fungos O-6, O-7 e O-8

As maximas atividades lipoliticas obtidas dentre os fungos isolados do efluente de
laticinios foram obtidas no oitavo dia apés a inoculagéo, de 49,81 U para o fungo Aspergillus
E-6 (Fig. 1a) e 45,92 U para o Aspergillus E-17 (Fig. 1d). Os fungos isolados do solo
contaminado com dleo diesel também apresentaram as maximas atividades lipoliticas no
oitavo dia apds a inoculagao, sendo as maximas atividades obtidas pelos fungos Aspergillus
O-4 (45,49 U - Fig. 2a) e Trichoderma O-7 (40,09 U - Fig. 2b).

4.1.5.2. Maximas atividades lipoliticas obtidas pelos fungos isolados do efluente

de laticinios e do solo contaminado com o6leo diesel

A analise de variancia (Tabela 1) das maximas atividades lipoliticas (Tabela 2)
obtidas pelos fungos apresentaram diferengas significativas (p<0,01) entre as cepas
isoladas de cada fonte. Os valores F obtidos para as réplicas das fermentagées demonstram
gue nao houve diferencas significativas entre as mesmas (p=0,215 e p=0,528) (Tabela 1) no
nivel de probabilidade testado, indicando que houve repetibilidade entre as repeticdes dos
experimentos.

Os fungos isolados do efluente de laticinios apresentaram diferengas significativas
entre si através da comparacdo de médias pelo teste de Tukey (p=0,05) com relagéo a
maxima atividade lipolitica obtida, sendo que a cepa de Aspergillus E-6 apresentou atividade
lipolitica significativamente superior (p<0,05) (49,81 U) as outras cepas isoladas do efluente
de laticinios (Tabela 2). Os fungos Aspergillus E-17 e Fusarium E-1 apresentaram as
segundas maiores atividades lipoliticas dentre os fungos isolados do efluente de laticinios,
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no entanto, sem diferengas estatisticas entre si (p>0,05), sendo as maximas atividades
obtidas de 45,92 e 43,56 U, respectivamente. Os fungos E-1, E-8, E-19 e E-20
apresentaram atividades lipoliticas iguais entre si (p>0,05), sendo a maxima atividade obtida
dentre estas cepas de 42,95 U. Os demais fungos isolados do efluente de laticinios
apresentaram maximas atividades de lipoliticas inferiores a 40 U, sendo a menor atividade
obtida pelo fungo Penicillium E-3, de 28,84 U (Tabela 2).

Tabela 1 Analise de variancia da atividade lipolitica maxima dos fungos isolados de efluente
de laticinios (n = 17) e de solo contaminado com éleo diesel (n = 7)

o Soma dos Graus de Quadrado
Fonte de variacao . o Valor F p
quadrados liberdade médio

Efluente de laticinios

Média 101516,9 1 101516,9 105680,4 <0,001
Réplicas*® 1,5 1 1,5 1,6 0,215
Fungos (n=17) 2005,1 16 125,3 130,5 <0,001
Erro 48,0 50 1,0
Solo contaminado com éleo diesel
Média 35402,4 1 35402,4 31887,9 <0,001
Réplicas* 0,5 1 0,5 0,4 0,528
Fungos (n=7) 974,8 6 162,5 146,3  <0,001
Erro 22,2 20 1,1

Os fungos isolados do solo contaminado com o6leo diesel também apresentaram
diferencas significativas entre si através do teste de Tukey (p=0,05) com respeito as
maximas atividades lipoliticas obtidas, sendo que o fungo Aspergillus O-4 apresentou
atividade significativamente superior (p<0,05) aos demais fungos isolados do solo (45,49 U).
O fungo Trichoderma O-7 apresentou a segunda maior atividade lipolitica (40,09 U) deste
grupo, significativamente superior (p<0,05) aos demais fungos (O-1, O-5, O-8 e O-6), os
quais apresentaram maximas atividades lipoliticas de 32,85 a 36,88 U (Tabela 2). A menor
atividade lipolitica (24,96 U) foi obtida pelo fungo Penicillium O-3 (Tabela 2).

A maioria dos estudos de producao de lipases por bactérias, fungos e leveduras tém
sido realizados em fermentagdo submersa. Todavia, ha poucos relatos da sintese de lipases
em fermentagdo em estado sélido. Recentemente, crescente atengédo tem sido dada a
conversao de residuos industriais em lipases via fermentagdo em estado sélido (COUTO el
al., 2005), demonstrando a importancia do isolamento de cepas de microrganismos
produtores de lipases via fermentagdo em estado sdélido, em especial fungos filamentosos,
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0S quais sado considerados 0s microrganismos que mais se adaptam as condigbes deste
processo (PANDEY, 2003; PANDEY et al., 2000; RAIMBAULT, 1998).

Tabela 2 Atividade lipolitica maxima * desvio padrao (DP) dos fungos isolados de efluentes

de laticinios (E) e solo contaminado com 6leo diesel (O)

Atividade lipolitica maxima (U) dos fungos filamentosos isolados de diferentes fontes

Efluente de laticinios

Solo contaminado com oleo diesel

Fungo AL* Fungo AL*

E-6 Aspergillus 49,81 + 0,75° O-4 Asperygillus 45,49 + 0,69°
E-17 Aspergillus 45,92 +1,14° O-7 Trichoderma 40,09 + 0,34°
E-1 Fusarium 43,56 + 0,60 O-1 Asperygillus 36,88 £ 0,67°
E-8 Aspergillus 43,26 + 0,92° O-5 Asperygillus 35,37 + 2,48%
E-20 Penicillium 43,25 + 1,55° O-8 Aspergillus 33,37 £ 0,67%
E-19 Trichoderma 41,76 +0,11% O-6 Penicillium 32,85+ 0,34°
E-18 Trichoderma 39,60 + 0,68% O-3 Penicillium 24,96 + 0,69’

E-13 Trichoderma

39,52 + 0,89

E-7 Aspergillus 39,12+ 0,10%
E-15 Aspergillus 36,84 + 0,55
E-14 Fusarium 36,37 +0,12%"
E-5 Fusarium 36,32 + 0,66%"
E-10 Aspergillus 35,69 + 0,93%"
E-9 Aspergillus 34,23 +0,52"
E-16 NI 32,25 + 0,03"
E-12 Penicillium 30,51 + 1,88
E-3 Penicillium 28,84 + 0,94’

*Em cada coluna, medias seguidas de letras iguais ndo apresentam diferencgas significativas entre si através do

teste de Tukey a 5% de significancia (p > 0,05). * AL=atividade lipolitica (média * desvio padréo)

Os fungos sao considerados bons produtores de enzimas (MAIA et al., 2001) e as
lipases fungicas sdo preferidas para a aplicagédo industrial, principalmente na industria de
alimentos (MAHADIK et al., 2002). Sharma et al. (2001) cita inUmeras cepas de fungos
como boas produtoras de lipases, incluindo os genéros Acremonium, Alternaria, Aspergillus,
Fusarium, Geotrichum, Mucor, Penicillium, Rhizomucor e Rhizopus.

D’Annibale et al. (2006), utilizando fungos e leveduras (fungos dos géneros
Aspergillus, Geotrichum, Penicillium, Rhizopus e leveduras do género Candida) em cultivos
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submersos com efluentes de industria de azeite de oliva como substrato encontraram que as
maximas atividades lipoliticas foram obtidas pela levedura Candida cylindracea cepa NRRL
Y-17506 (0,6 Ul mL™") e pelo fungo Geotrichum candidum NRRL Y-553 (0,52 Ul mL™ ). A
produtividade maxima foi produzida pelo fungo Penicillium citrinum, cepas ISRIM 118 (5,42
UIL"h") e NRRL 3754 (4,58 UI L' h').

Os melhores produtores de lipases obtidos neste estudo foram fungos pertencentes
ao género Aspergillus, cepa E-6, isolada do efluente de laticinios (49,81 U) e cepa O-4,
isolada do solo contaminado com o6leo diesel (45,49 U). Os fungos deste género tém sido
relatados por inumeros pesquisadores como sendo bons produtores de lipases. Por
exemplo, Mahadik et al. (2002) estudaram a capacidade de formacao de butil-ésteres a
partir de 6leo de manteiga em fermentagdo submersa pelos microrganismos Rhizopus,
Mucor, Geotrichum, Penicillium e Aspergillus, sendo os melhores resultados obtidos pelos
fungos R. arrhizus e A. niger. O A. niger apresentou maior producdo de lipases
extracelulares, sendo utilizado posteriormente pelos autores para a produgéo de lipases em
fermentagéo em estado solido utilizando farelo de trigo como componente principal do meio
de cultivo. O A. niger também foi utilizado por Falony et al. (2006) e por Damaso et al.
(2005) para a produgéo de lipases via fermentagdo em estado sélido, sendo que ambos os
estudos utilizaram farelo de trigo como componente do meio de cultivo. Montesino et al.
(2005) utilizou o A. niger para a degradagao de residuos liquidos ricos em gordura.

Haqg et al. (2002) estudaram a produgédo de lipases pelos fungos R. oryzae, M.
lipolytica, R. oligosporous, A. niger, Penicillium sp., Mucor sp., R. nigrican, R. arrhizum e A.
wentti, via fermentacdo em estado sélido. Embora tenha havido a producao de lipases pelo
A. wentti, os melhores resultados na etapa de selecédo foi obtido pelo R. oligosporous,
crescendo em meio composto por farelo de trigo a 30°C.

Inimeros trabalhos também relatam a producgao de lipases por fungos do género
Penicillium, como por exemplo, Gombert et al. (1999) que reportaram que o Penicillium
restrictum foi um bom produtor de lipases via fermentacdo submersa, e D’Annibale et al.
(2006), que relataram que crescendo em efluente de azeite de oliva as maximas atividades
lipoliticas por unidade de volume foram obtidas para o P citrinum. Todavia, no presente
trabalho, somente o fungo Penicillium E-20 apresentou atividade lipolitica elevada, enquanto
que as demais cepas de Penicillum isoladas apresentaram baixas atividades lipoliticas
comparadas com os outros géneros de fungos, independente da fonte da qual foram
isolados (Tabela 2).

Leal et al. (2002) utilizaram o fungo Penicillium restrictum para a produgdo de um
extrato enzimatico rico em lipases através de fermentagdo em estado sélido usando torta de
babassu como substrato. O extrato enzimatico foi utilizado para a hidrolise de um efluente
de laticinios contendo elevados contelidos de gordura (de 180 a 1.200 mg L ™). O efluente
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hidrolisado foi posteriormente submetido ao tratamento bioldégico anaerdbico, sendo que
houve um aumento na eficiéncia do tratamento anaerdbico nas amostras previamente
hidrolisadas. Este mesmo microrganismo foi utilizado por Rosa et al. (2006) em estudo
semelhante, onde o farelo fermentado em FES, rico em lipases, foi utilizado para o
tratamento de um efluente semi-sintético contendo gordura de leite em sistema de lodos
ativados, tendo sido demonstrado que o pré-tratamento enzimatico de efluentes € uma boa
alternativa em sistema de lodos ativados operando sob regime continuo. A exemplo destes
trabalhos, os fungos isolados do efluente da industria de laticinios poderdo ser utilizados
para a elaboragédo de um farelo fermentado a ser utilizado no tratamento deste efluente,
sendo que a possibilidade de eficiéncia do tratamento é alta, visto os microrganismos terem
sido isolados do préprio efluente, estando portanto, adaptados ao mesmo.

Os fungos dos géneros Trichoderma e Fusarium foram isolados dos locais de coleta
e testados quanto a produgé@o de lipases. Duas cepas de Trichoderma foram isoladas do
efluente de laticinios e uma cepa do solo contaminado com dleo, tendo apresentado
elevadas atividades lipoliticas, em torno de 40 U, entretanto menores que as atividades
obtidas pelas cepas de Aspergillus, com atividades lipoliticas de 45 a 49 U. Nao foram
encontrados relatos na literatura da produgéo de lipases por cepas de Trichoderma. Ja os
fungos do género Fusarium tém se mostrado bons produtores, entre estes a cepa de
Fusarium solani, como demonstrado por Maia et al. (2001).

Os fungos O-4 e E-6, ambos do género Aspergillus, foram os que apresentaram o0s
melhores resultados de producéo de lipases em fermentacdo em estado soélido, de 49,81 e
45,39 U, respectivamente, devendo ser utilizados posteriormente para a selecdo de
variaveis significativas no processo e otimizagao da producao de lipases.

4.1.6. CONCLUSAO

Dos 7 fungos isolados de solo contaminado com 6leo diesel e 17 fungos isolados de
efluente de industria de laticinios, 2 foram selecionados como promissores produtores de
lipases por fermentacdo em estado solido, um isolado de solo contaminado com 0leo diesel
(Aspergillus O-4) e um isolado de efluente de laticinios (Aspergillus E-6).

Agradecimentos: ao CNPq pelo apoio financeiro.
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4.2. SELEGAO DE MICRORGANISMOS PRODUTORES DE LIPASES ATRAVES DE
FERMENTAGCAO SUBMERSA

4.2.1. RESUMO

As lipases sdo enzimas que apresentam aplicacées em diversos setores industriais, como
as industrias alimenticias, farmacéutica e de sintese quimica. A selegdo de microrganismos
isolados de efluentes ou solos é uma alternativa para a descoberta de novas espécies com
elevadas produtividades em enzimas com atividades cataliticas diferenciadas. Neste
trabalho, a selecdo de fungos lipoliticos foi realizada através de fermentacdo submersa. Um
total de 27 fungos, 20 isolados de efluente de laticinios e 7 isolados de solo contaminado
com dleo diesel, foram utilizados. Os maiores produtores foram os fungos Penicillium E-3,
com maxima atividade lipolitica de 2,81 U, Trichoderma E-19 e Aspergillus O-8, com
maximas atividades de 2,34 e 2,03 U. Todos os fungos apresentaram as maximas
atividades lipoliticas em 4 dias de fermentag&o.

Palavras-chave: fermentagdo submersa, fungos filamentosos, lipases.
4.2.2. ABSTRACT

Lipases are enzymes which present many applications in several sectors, as food,
pharmaceutical and chemical synthesis industries. The selection of microorganisms isolated
from dairy effluents or soil to production of enzymes is a goal for discovering new strains
which can present higher productivities and enzymes with different catalytic properties. In
this work, the selection of lipolytic fungi was carried out using a submerged bioprocess. A
total of 27 fungi, 20 isolated from the dairy effluent and 7 isolated from the diesel oil-
contaminated soil were used. The major lipase producers were the isolate Penicillium E-3,
with a maximum lipase activity of 2.81 U, Trichoderma E-19 and Aspergillus isolate O-8 with
a maximum lipase activity of 2.34 and 2.03 U. All isolates produced their maximum lipase
activity 4 days after the start of the bioprocess.

Key words: filamentous fungi, lipase, screening and submerged fermentation
4.2.3. INTRODUCAO

As lipases (triacilglicerol-acil-hidrolases E.C.3.1.1.3.) s&o enzimas capazes de
hidrolizar ligagdes éster de substratos insolUveis em agua na interface entre o substrato e a
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agua, que catalisam a hidrélise total ou parcial de triacilglicerois (TAG) fornecendo
diacilgliceréis (DAG), monoacilgliceréis (MAG), glicerol e acidos graxos livres (SHARMA et
al., 2001). As lipases podem ser aplicadas na industria de detergentes (HASAN et al., 2006),
no tratamento de efluentes (MENDES e CASTRO, 2005; ROSA et al., 2006; CASTRO et al.,
2004), para o desenvolvimento de cosméticos, compondo medicamentos (enzimas
digestivas) ou como reagentes clinicos (ELIBOL e OZER, 2000) e na resolu¢ao de misturas
racémicas (RAO et al., 1993). Na industria de alimentos apresentam aplicacdes na sintese
emulsificantes (KIM et al., 2006), no aumento dos teores de acidos graxos insaturados em
lipidios (CARVALHO et al, 2003), na producao de margarinas, no desenvolvimento de
aromas (LARIOS et al., 2004), na maturacao de queijos (DUPUIS et al., 1993), entre outros.

Os microrganismos representam uma fonte comercialmente vantajosa de produgéo
enzimas, em particular lipases. Consequentemente, a selecdo de novos microrganismos que
produzam com eficiéncia estas enzimas e estudos sobre a regulacdo biossintética destes
metabolitos sdo muito importantes (MAKHSUMKHANOV et al., 2003).

As lipases fungicas sao preferidas para aplicacdo industrial, principalmente na
industria de alimentos (MAHADIK et al., 2002). Os géneros de fungos mais citados como
produtores de lipases sdo Aspergillus, Rhizopus, Penicillium, Mucor, Geotrichum e Fusarium
(D’ANIBALLE et al., 2005; HAQ et al., 2002; MAHADIK et al., 2002; MAIA et al., 2001).

A selegdo de fungos lipoliticos de solos € uma area nova e de interesse de
pesquisadores devido ao potencial existente na microflora deste ambiente (SHUKLA e
GUPTA, 2007). Além disso, observa-se que as condicbes ambientais presentes em solos,
muitas vezes decorrentes de processos de acumulacdo de compostos toxicos, ocasionam a
selecdo natural de microrganismos, 0s quais produzem determinados metabdlicos celulares
necessarios a sua adaptagao e sobrevivéncia.

Outra fonte potencial de microrganismos produtores de lipases sdo os efluentes
industriais ricos em lipidios (ERTUGRUL et al., 2007; D’ANIBALLE et al., 2005), visto
desenvolverem esta capacidade metabdlica a fim de se manterem vivos no efluente,
realizando o tratamento destes residuos, como relatado por Matsumiya et al. (2007), que
demonstraram o tratamento de um efluente rico em lipidios através do uso de lipases
produzidas por um microrganismo isolado do proprio efluente.

A selecdo de microrganismos produtores de lipases geralmente inicia a partir do
crescimento destes em placas contendo agar adicionado de uma fonte lipidica, conforme
relatado por diversos autores (ROVEDA et al., 2009; SHUKLA e GUPTA, 2007; COLEN et
al., 2006). Entretanto, a dificuldade na sele¢cao de fungos lipoliticos por estes métodos esta
relacionada ao crescimento excessivo, as baixas atividades lipoliticas e a interferéncia dos
metabolitos fangicos (COLEN et al.,, 2006). Além disso, microrganismos selecionados
através deste método nem sempre se apresentam como bons produtores de lipases nas
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condigdes oferecidas nas fermentagdes em estado sélido ou submersas. Assim, o objetivo
deste trabalho foi a selegcdo de fungos produtores de lipases utilizando fermentagéao

submersa.

4.2.4. MATERIAIS E METODOS

4.24.1. Microrganismos e manutenc¢ao

Os fungos utilizados neste estudo foram isolados de solo contaminado com o6leo
diesel e de efluentes de laticinios por Colla et al. (2009), sendo mantidos mantidos a 4°C em
tubos com ABD (agar-dextrose-batata).

4.2.4.2. Selecao de fungos filamentosos produtores de lipases

O preparo do inéculo foi realizado através da inoculagcao dos fungos em placas de
Petri contendo 30 mL de meio ABD solidificado e incubacdo a 30°C por 5 dias. Apos o
crescimento, foi preparada uma suspensao de esporos através da adi¢cao de 20 mL de uma
solugdo de Tween 0,1% (v/v) seguida de raspagem dos esporos com uma alga de Drigalsky
e filtracdo em gaze estéril para retencao das hifas.

O meio de cultivo foi preparado utilizando-se 10% (p/v) de farelo de trigo, o qual foi
submetido a cozimento a 100°C durante 30 min em 50% do volume total de agua destilada.
ApGs, o meio foi filtrado e o extrato soluvel adicionado de 10% (v/v) de solugao salina, 1%
(p/v) de nitrato de sodio e 1% (p/v) de azeite de oliva como indutor para a produgcdo de
lipases. A solucdo salina continha 2 g L' de KH,PO,, 1 g L' de MgSO, e 10 mL L' de
solucéo traco, a qual era composta por 0,63 mg L' de FeS0,.7H,0, 0,01 mg L de MnSO, e
0,62 mg L™ de ZnSO, (BERTOLIN et al., 2001). O meio liquido foi autoclavado e o pH do
meio ajustado para 6,0 utilizando-se solugdes de HCI 1,5 M ou NaOH 1 M.

Para cada microrganismo utilizado na selecéao, duas fermentacdes foram realizadas
adicionando-se 100 mL do meio liquido foram adicionados em erlenmeiers de 125 mL e
inoculando-se com 5 mL da suspensao de esporos, com posterior incubagédo a 30°C durante
10 dias, sendo retiradas amostras a cada 24 h para a determinagéo das atividade lipolitica.

4.2.4.3. Determinacao da atividade lipolitica

As amostras foram filtradas em algodao para a remogao das hifas e os filtrados
utilizados para a determinagéo da atividade lipolitica.
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A atividade enzimatica foi determinada através do método padronizado por Burkert et
al. (2004), o qual baseia-se na titulacdo com NaOH dos &cidos graxos liberados pela acéao
da enzima lipase presente no extrato enzimatico sobre os triacilglicer6is do azeite de oliva
emulsionados em goma arabica.

Uma unidade de atividade lipolitica foi definida como a quantidade de enzima que
libera 1 pme de acido graxo por minuto por mL de extrato enzimatico (1U = 1 pme min™ mL™),
nas condi¢cdes do ensaio.

4.2.4.4. Analise estatistica

Os resultados de atividade lipolitica maxima foram analisados através de Andlise de
Variancia (Anova) e teste de Tukey para comparagao de médias (BOX et al., 1978).

4.2.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 27 fungos utilizados para a produgao de lipases em fermentagdo submersa, bem
como as maximas atividades lipoliticas obtidas, estdo apresentados na Tabela 1. Os fungos
que apresentaram as maiores atividades lipoliticas médias entre as réplicas das
fermentagbes foram os fungos E-3, O-8, E-20, E-5, E-16, O-4 e E-19, pertencentes aos
géneros Penicillium, Aspergillus, Fusarium e Trichoderma, os quais levaram a atividades
lipoliticas médias superiores a 1,29 U. Dos fungos isolados, somente as cepas O-8 e O-4
foram isoladas de solo contaminado com éleo diesel, sendo as demais cepas isoladas de
efluente de laticinio. Segundo Sharma et al. (2001), dentre os fungos produtores de lipases,
os géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium encontram-se como 0s melhores produtores,
0 que esta de acordo com o encontrado neste trabalho.

A analise de variancia dos dados de atividade enzimatica (Tabela 1) demonstrou
haver diferenca significativa entre os fungos (p<0,01) quanto a producgéao de lipases em meio
liquido contendo farelo de trigo e azeite de oliva como fontes de carbono. Entretanto, houve
diferencga significativa entre as réplicas das fermentag¢des (p<0,01). Devido a isto, os fungos
que apresentaram as maiores atividades lipoliticas médias (E-3, O-8, E-20, E-5, E-16 e E-
19) foram utilizados em uma segunda etapa de selegdo. O fungo E-19 foi escolhido em
detrimento do fungo O-4 em virtude deste ter apresentado maior valor de atividade lipolitica
em uma das réplicas (1,69 U). Além disso, os fungos E-19 e O-4 ndo apresentaram
diferencgas significativas entre si no teste de Tukey (p>0,05).
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Tabela 1 Atividades lipoliticas maximas produzidas pelos fungos utilizados na fermentagéo

submersa
Fungo Género Atividade lipolitica (U)
E-3 Penicillium 2,05+0,212
0-8 Aspergillus 1,89 £ 0,41%
E-20 Penicillium 1,78 + 1,26%°
E-5 Fusarium 1,61 + 1,68%%
E-16 N&o identificado 1,61 +0,12%%
O-4 Aspergillus 1,38 £ 0,113
E-19 Trichoderma 1,29 + 0,513
0-2 N4o identificado 1,23 + 0,063
E-6 Aspergillus 1,23 + 0,0020°4
0-3 Penicillium 1,19 + 0,052
E-8 Aspergillus 1,19 + 0,062
E-18 Trichoderma 1,16 + 0,15
0-6 Penicillium 1,14 + 0,01
O-1 Aspergillus 1,13 £ 0,08
E-11 N&o identificado 0,93 + 0,06°%
E-10 Aspergillus 0,93 + 0,24«
E-1 Fusarium 0,85 + 0,48%
E-13 Trichoderma 0,81 % 0,26%
E-2 Nao identificado 0,72 + 0,06%
E-4 Nao identificado 0,68 +0,12%
E-9 Aspergillus 0,63 +0,18°%
E-17 Aspergillus 0,61 +0,11%
E-7 Aspergillus 0,58 + 0,06
E-21 Aspergillus 0,57 +0,32%
0-5 Aspergillus 0,54 + 0,00%
E-12 Penicillium 0,40 +0,15'
E-14 Fusarium 0,38 +0,18'

*Média + desvio-padrdo. Médias seguidas de letras diferentes apresentam diferenga significativa através do teste

de Tukey a um nivel de significancia de 0,05

A Figura 1 apresenta a atividade lipolitica versus tempo para os fungos E-3, E-5
(Figura 1a), E-16 e E-19 (Figura 1b) e E-20 e O-8 (Figura 1c), onde se verifica que as

maximas atividades lipoliticas foram, em média, obtidas no tempo de 4 d de fermentacao

submersa. A analise de variancia dos dados de atividade lipolitica maxima na segunda
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etapa de selecao demonstrou haver diferenca significativa entre os seis fungos testados
(p<0,01). O valor F para as réplicas das fermentacdes nao foi significativo (p=0,888) no
intervalo de confianca testado, indicando repetibilidade entre as réplicas das fermentacdes
nesta segunda etapa.
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Figura 1 Atividades lipoliticas versus tempo para os fungos (a) E-3, E-5; (b) E-16 e E-19; (c)
E-20e O-8

A Tabela 2 apresenta os resultados de atividade lipolitica maxima para os seis
fungos utilizados na segunda etapa de selegéo, onde se verifica que o fungo E-3 apresentou
a maior atividade lipolitica, similarmente ao que ocorreu na primeira etapa. Entretanto, a
atividade lipolitica obtida foi significativamente igual a obtida pelo fungo E-19 (p=0,076), mas
superior (p<0,05) as atividades dos demais fungos. Os fungos E-19 e O-8 apresentaram as
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segunda e terceira maiores atividades lipoliticas, significativamente superiores que os
demais fungos (p<0,05), mas iguais entre si (p=0,390) .

Tabela 2 Atividades lipoliticas maximas obtidas pelos fungos utilizados na segunda etapa de
selecéo de fungos produtores de lipases via fermentagdao submersa

Fungo e género Atividade lipolitica (U)*
E-3 Penicillium 2,81 +0,36°
E-19 Trichoderma 2,34+0,18%
0-8 Aspergillus 2,03+0,13°
E—16 N&o identificado 1,52+ 0,10°
E-5 Fusarium 1,31+ 0,29°
E—20 Penicillium 1,03+ 0,07°

*Média + desvio-padrdo. Médias seguidas de letras diferentes apresentam diferenga significativa através do teste
de Tukey a um nivel de significancia de 0,05

A selecdo de microrganismos produtores de lipases tem sido realizada por diversos
autores (SHUKLA e GUPTA, 2007), os quais citam uma etapa de pré-selecdo em placas de
Petri contendo meios sdélidos. Estes meios permitem a verificagdo da produgéo extracelular
de lipases pela formacdo de um halo transparente no entorno das colénias de
microrganismos. Em etapas subsequentes, os microrganismos que apresentam resultados
positivos de formagéo de halo, sdo utilizados para a selegdo propriamente dita através de
fermentagbes submersa ou em estado sdélido. No presente trabalho, a selecdo dos
microrganismos foi realizada diretamente via fermentagdo submersa, sem a etapa de pré-
selecdo em placas de Petri contendo meios semi-sélidos, o que consiste numa vantagem,
uma vez que as condigbes de cultivo no meio semi-sélido sdo muito diferentes das
condicdes oferecidas pela fermentacdo submersa, principalmente em termos de acesso do
microrganismo aos nutrientes e condicdes de oxigenacao.

O azeite de oliva foi utilizado como indutor para a producao de enzimas pelos fungos
devido ao fato de ter apresentado os melhores resultados em trabalhos relatados por
inameros autores (TENG e XU, 2008; WANG et al., 2008; ERTUGRUL et al., 2007; JOSHI et
al., 2006; MURALIDHAR et al., 2001; MIRANDA et al., 1997).

O microrganismo que apresentou a maior producao de lipases foi uma cepa do
género Penicillium, isolada de efluente da industria de laticinios (cepa E-3, 2,81 U). Ha
varios relatos na literatura com relacdo a producao de lipases por cepas de Penicillium.
Gombert et al. (1999) reportaram que o Penicillium restrictum foi um bom produtor de lipases
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em fermentagdo submersa. Ainda, D’Annibale et al. (2006) relataram que cepas de P.
citrinum apresentaram maximo crescimento em efluente da industria de azeite de oliva.

O segundo maior produtor de lipases foi uma cepa de Trichoderma (E-19, 2,34 U).
Entretanto, este género de fungo ndo tem sido relacionado na literatura com a producéao de
lipases, mas sim de outras enzimas como as celulases. Quando cepas de Trichoderma (E-
13, E-18 e E-19) foram testadas para a producédo de lipases em fermentacdo em estado
sélido por Colla et al. (2009), apresentaram boas produtividades.

A cepa O-8, identificada como Aspergillus, apresentou maxima atividade lipolitica de
2,03 U, sendo este género reconhecido como bom produtor de lipases, como reportado por
Kaushik et al. (2006), Mahadik et al. (2004), Gulati et al. (2000) e Pokorny et al. (1997).

Roveda et al. (2009) utilizaram os fungos isolados de efluente de laticinios para uma
pré-selegdo em agar-batata-dextrose adicionado de 5% de azeite de oliva e avaliaram o
crescimento radial dos fungos durante a incubagdo a 30°C durante 7 d. Os melhores
resultados de velocidade de crescimento radial foram obtidos com o fungo E-6 (1,77 cm d™).
Os fungos E-19 e E-3, que apresentaram elevadas atividades lipoliticas no presente
trabalho, apresentaram velocidades de crescimento radial muito inferiores, de 0,39 e 0,08
cm d’. Colla et al. (2009) selecionaram estes fungos para a producédo de lipases via
fermentagéo em estado sdlido e os melhores resultados foram obtidos pelos fungos O-4 e E-
6. O fungo E-3, que apresentou a maior atividade lipolitica neste trabalho, foi o que
apresentou o menor resultado dentre os fungos isolados do efluente de laticinios na
fermentagdo em estado solido. Estes resultados demonstram que a habilidade de
crescimento em ABD adicionado de azeite de oliva apresentou resultados semelhantes aos
obtidos na selecao destes fungos quanto a producgéo de lipases em fermentacao em estado
sélido, entretanto, estes fungos nao apresentaram bons resultados na selecao através da
fermentagao submersa.

O método de selecao de fungos produtores de lipases utilizado neste trabalho, via
cultivo em processo submerso, possibilita que a selecdo seja realizada nas condi¢gbes reais
dos processos fermentativos submersos, 0 que nao ocorre nos processos de selecao que

utilizam o crescimento em placas de Petri.

4.2.6. CONCLUSAO

A selecéo de fungos produtores de lipases tem sido realizada através de variadas
metodologias. O método utilizado para a selegdo de fungos lipoliticos, através da
fermentagdo submersa, apresentou resultados confidveis, por serem utilizadas condigcbes
semelhantes as que podem ser utilizadas para a producao de lipases. Os fungos E-3
(Penicillium), E-19 (Trichoderma) e O-8 (Aspergillus) foram selecionados como bons
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produtores de lipases através de fermentagdo submersa, apresentando atividades lipoliticas
de 2,81, 2,34 e 2,03 U, respectivamente.

Agradecimentos: ao CNPq pelo apoio financeiro.

4.2.7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Bertolin et al., T.E.; Costa, J.A.V.; Pasquali, G.D.L. Glucoamylase production in batch and
fed-batch solid state fermentation: effect of maltose or starch addition. Journal of
Microbiology and Biotechnology, v. 11, n. 1, p. 13-16, 2001.

Box G.E.P., Hunter W.G., and Hunter J.S. Statistics for Experimenters: An Introduction to
Design, Data Analysis, and Model Building. Wiley & Sons, New York, USA, 1978.

Burkert, J.F.M.; Maugeri, F.; Rodrigues, M.l. Optimization of extracellular lipase production
by Geotrichum sp. using factorial design. Bioresource Technology, v. 91, p. 77-84, 2004.

Carvalho, P.O.; Campos, P.R.B.; Noffs, M.D.; Oliveira, J.G.; Shimizu, M.T.; Silva, D.M.
Aplicagédo de lipases microbianas na obtengcdo de concentrados de &acidos graxos
poliinsaturados. Quimica Nova, v. 26, n. 1, p. 75-80, 2003.

Castro, H.F.; Mendes, A.A.; Santos, J.C. Modificagdo de Oleos e gorduras por
biotransformagdo. Quimica Nova, v. 27, n. 1, p. 146 — 156, 2004.

Colen, G. Isolamento e selecao de fungos filamentosos produtores de lipases. Tese de
doutorado. Faculdade de Farmécia da UFMG. Belo Horizonte, MG, 2006.

Colla, L.M.; Rezzadori, K.; Camara, S.K.; Debon, J.; Tibolla, M.; Bertolin et al., T.E.; Costa,
J.A.V. A solid-state bioprocess for selecting lipase producing filamentous fungi. Zeitschrift
far Naturforschung C, v. 64C, p. 131-137, 2009.

D’Annibale, A.; Sermanni, G.G.; Federici, F.; Petruccioli, M. Olive-mill wastewaters: a
promising substrate for microbial lipase production. Bioresource Technology, v. 97, n. 15,
p. 1828-1833, 2005.

Dupuis, C.; Corre, C.; Boyaval, P. Lipase and Esterase Activities of Propionibactenium
freudenreichii subsp.freudenreichii. Applied and Environmental Microbiology, v.59, n.12,
p. 4004 4009, 1993.

Elibol, M.; Ozer, D. Influence of oxygen transfer on lipase production by Rizopus arhizus.
Process Biochemistry, v. 36, p. 325-329, 2000.



84

Ertugrul, S.; Dénmez, G.; Takag, S. Isolation of lipase producing Bacillus sp. from olivemill
waste water and improving its enzyme activity. Journal of Hazardous Materials, v. 149, p.
720-724, 2007.

Gombert, A.K.; Pinto, A.L.; Castilho, L.R.; Freire, D.M.G. Lipase production by Penicillium
restrictum in solid-state fermentation using babassu oil cake as substrate. Process
Biochemistry,v. 35, p. 85-90, 1999.

Gulati, R.; Saxena, R.K.; Gupta, R. Fermentation and downstream processing of lipase from
Aspergillus terreus. Process Biochemistry, v. 36, p. 149-155, 2000.

Haq, |.; Idrees, S.; Rajoka, M. Production of lipases by Rhizopus oligosporus by solid-state
fermentation. Process Biochemistry, v. 37, p. 637-341, 2002.

Hasan, F.; Shah, A.A.; Hameed, A. Industrial applications of microbial lipases. Enzyme and
Microbial Technology, v. 39, n. 2, p. 235-251, 2006.

Joshi, G.K.; Kumar, S.; Tripathi, B.N.; Sharma, V. Production of alkaline lipase by
Corynebacterium paurometabolum MTCC6841 isolated from lake naukuchiatal, Uttaranchal
State, India. Current Microbiology, v. 52, p. 354-358, 2006.

Kaushik, R.; Saran, S.; Isar, J.; Saxena, R.K. Statistical optimization of medium componets
nd growth conditions by response surface metholology to enhance lipase production by
Aspergillus carneus. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, v. 40, p.121-126, 2006.

Kim, H.J.; Youn, S.H.; Shin, C.S. Lipase-catalyzed synthesis of sorbitol—fatty acid esters at
extremely high substrate concentrations. Journal of Biotechnology, v.123, n. 2, p. 174-184,
2006.

Larios A.; Garcia, HS.; Oliart RM.; Valerio-Alfaro G. Synthesis of flavor and fragrance esters
using Candida antartica lipase. Applied Microbiology and Biotechnoly, v. 65, p.373-376,
2004.

Mahadik, N.D.; Puntambekar, U.S.; Bastawde, K.B.; Khire, J.M.; Gokhale, D.V. Production of
acidic lipase by Aspergillus niger in solid state fermentation. Process Biochemistry, v. 38,
p. 715-721, 2002.

Mahadik, N.D.; Bastawde, K.F.; Puntambekar, U.S.; Khire, J.M.; Gokhale, D.V. Production of
acidic lipase by a mutant of Aspergillus niger NCIM 1207 in submerged fermentation.
Process Biochemistry, v. 39, p. 2031-2034, 2004.

Maia, M.M.D.; Heasley, A.; Camargo de Morais, M.M.; Melo, E.H.M.; Morais Jr., M.A;
Ledingham, W.M.; Lima Filho, J.L. Effect of culture conditions on lipase production by
Fusarium solani in batch fermentation. Bioresource Technology, v. 76, p. 23-27, 2001.



85

Makhsumkhanov, A. A.; Yakubov, I. T.; Davranov, K. Conditions for cultivation of the fungus
Penicillium melinii UZLM-4 and its biosynthesis of lipases. Applied Biochemistry and
Microbiology, v. 39, n. 1, p. 40—43, 2003.

Matsumiya, Y.; Wakita, D.; Kimura, A.; Sanpa, S.; Kubo, M. Isolation and characterization of
a lipid-degrading bacterium and its application to lipid-containing wastewater treatment.
Journal of Bioscience and Bioengineering, v. 103, n.4, p. 325-330, 2007.

Mendes, A.A.; Castro, H.F. Aplicacao de lipases no tratamento de aguas residudrias com
elevados teores de lipideos. Quimica Nova, v. 28, n. 2, p. 296 — 305, 2005.

Miranda, O.A. Salgueiro, A.A.; Pimentel, M.C.B.;Lima Filho, J.L.; Melo, E.H.M. Durfin, N.
Lipase production by a Brazilian strain of Penicillium citrinum using an industrial residue.

Bioresource Technology, v. 69, p. 145-147, 1999.

Muralidhar, R.V.; Chirumamila, R.R.; Marchant, R.; Nigam, P. A response surface approach
for the comparison of lipase production by Candida cylindracea using two different carbon
sources. Biochemical Engineering Journal, v. 9, p. 17-23, 2001.

Pokorni, D.; Cimerman, A.; Steiner, W. Aspergillus niger lipases: induction, isolation and
characterization of two lipases from a MZKI A116 strain. Journal of Molecular Catalysis B:
Enzymatic, v. 2, p. 215-222, 1997.

Rao, P.V.; Jayaraman, K.; Laksahmanan, C.M. Production of lipase by Candida rugosa in
solid state fermentation 1: Determination of significant process variables. Process
Biochemistry, v. 31, p. 669-78, 1993.

Roveda, M.; Colla, L.M.; Hemkemeier, M. Producao de lipases por microrganismos isolados
de efluentes de laticinios através de fermentagdo submersa. Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, aceito para publicagao, 2009.

Rosa, D.R.; Cammarota, M.C.; Freire, D.M.G. Production and utilization of a novel solid
enzymatic preparation produced by Penicillium resctrictum in activated sludge systems
treating wastewater with high levels of oil and grease. Environmental Engineering
Science, v. 23, n. 5, p. 814-823, 2006.

Sharma, R.; Chisti, Y.; Banerjee, Y. C. Production, purification, characterization and
applications of lipases. Biotechnology Advances, v. 19, p. 627-662, 2001.

Shukla, P.; Gupta, K. Ecological Screening for lipolytic molds and process optimization for
lipase production from Rhizopus oryzae KG-6. Journal of Applied Sciences in
environmental sanitation, v. 2, n. 2, p. 35-42, 2007.



86

Teng, Y.; Xu, Y. Culture condition improvement for whole-cell lipase production in
submerged fermentation by Rhizopus chinensis using statistical method. Bioresource
Technology, v. 99, p. 3900-3907, 2008.

Wang, D.; Xu, Y.; Shan, T. Effects of oils and oil-related substrates on the synthetic activity
of membrane-bound lipase from Rhizopus chinensis and optimization of the lipase
fermentation media. Biochemical Engineering Journal, v. 41, p. 30-37, 2008.



87

4.3. PRODUGAO DE LIPASES DE Aspergillus spp VIA FERMENTACAO EM ESTADO
SOLIDO UTILIZANDO PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

4.3.1. RESUMO

A producdo de lipases foi realizada a partir de fungos filamentosos em fermentacdo em
estado sdlido utilizando planejamentos experimentais. A selegdo de variaveis significativas
sobre a producédo de lipases foi estudada a partir de um Planejamento Fatorial Fracionario
(PFF) 27%,,. As varidveis estudadas foram o tipo de farelo utilizado como suporte (trigo ou
soja), a fonte de nitrogénio (uréia ou nitrato), o indutor (6leo de soja ou azeite de oliva), a
concentragdo da fonte de nitrogénio (1 ou 3%), a concentragdo de indutor (1 ou 3%), o pH (5
ou 7) e a cepa de Aspergillus (O-4 ou E-6). Um Planejamento Fatorial Completo 2* foi
realizado a fim de estudar as variaveis significativas encontradas no PFF, sendo estudadas
as variaveis tipo de farelo, fonte de nitrogénio, indutor e pH. Elevadas atividades lipoliticas
(~57 U) foram obtidas utilizando-se o fungo O-4, farelo de soja como principal componente
do meio de cultivo, 2% de nitrato de sodio, 2% de azeite de oliva e pH 5.

Palavras-chave: fermentagdo em estado sélido, lipases, métodos estatisticos.
4.3.2. ABSTRACT

Statistical methods were employed to study the production of lipases by filamentous fungi.
Firstly, a 2”3 Fractionary Factorial Desing was used with the aim of screening significative
variables to produce lipases by solid-state bioprocess. The variables studied were the kind of
bran used as medium support (wheat or soy), the nitrogen source (urea or nitrate), the
additional carbon source (soy or olive oil), the concentration of nitrogen source (1 or 3%), the
concentration of inductor (1 or 3%), the pH (5 or 7) and the filamentous fungal strain (O-4 or
E-6). A second factorial design was used with the variables bran, nitrogen source, inductor
and pH. High lipolytic activities were obtained (57 U) using the isolate Aspergillus O, soy
bran as the main component of culture medium, 2% of sodium nitrate as nitrogen source, 2%
of olive oil as inductor and pH 5.

Key words: lipase, response surface methodology, solid-state bioprocess.
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4.3.3. INTRODUCAO

As lipases (triacilglicerol-acilhidrolases) sao enzimas que catalisam diversas reagoes,
tais como a reacdo de hidrélise total ou parcial de triacilgliceréis, além de reacdes de
esterificacdo, transesterificacdo e interesterificagdo de lipidios. Por este motivo, séo
aplicaveis em uma diversidade de setores industriais, em especial, na industria quimica, na
producdo de surfactantes (YU et al., 2008, WATANABE et al., 2001), na formulacdo de
detergentes (SAISUBRAMANIAN et al., 2006) na resolucdo de misturas racémicas (RAO et
al., 1993), no tratamento de residuos ricos em 6leos e gorduras (LEAL et al., 2002) e na
area da saude, compondo medicamentos, em diagndsticos, cosméticos ou antibibticos
(HASAN et al.,, 2006). Na industria de alimentos apresentam aplicagbes na sintese
emulsificantes (KIM et al., 2006), como os mono e diacilgliceréis (KITTIKUN et al., 2008); na
transformacéo de lipidios, a fim de se produzir lipidios estruturados com elevados teores de
acidos graxos poliinsaturados (RESHMA et al., 2008, WANG et al., 2007); na produgao de
margarinas; no desenvolvimento de aromas (SALAH et al., 2007); na maturagdo de queijos
(DUPUIS et al., 1993) e embutidos carneos, entre outros. Recentemente, tém sido utilizadas
na industria da bioenergia, para a produgéo de biodiesel (PARK et al., 2006).

Apesar das inumeras aplicagbes, as enzimas disponiveis comercialmente ainda
apresentam custo elevado. Desta forma, a busca por processos de produgao de lipases que
diminuam os custos finais da enzima é de grande interesse, podendo viabilizar algumas
aplicacoes ainda pouco exploradas, como o tratamento de efluentes ricos em lipidios (ROSA
et al., 2005).

A quase totalidade da producao de enzimas microbianas tem sido realizada através
de bioprocessos que utilizam o metabolismo de microrganismos crescendo em meios
liquidos ou sélidos. Nestes processos, a diminuicdo dos custos de producédo pode ocorrer
através da reducgéo do custo dos substratos, a partir da utilizacdo de subprodutos de baixo
valor agregado, como os residuos da agroindustria e efluentes (ERTUGRUL et al., 2007)
pela otimizacdo de concentracdes de nutrientes e condi¢des de cultivo (TENG e XU, 2008;
RODRIGUEZ et al., 2006), levando a maiores produtividades em menores tempos; ou ainda,
a partir da manipulagdo genética dos microrganismos (LIN et al., 2007). Dentre os
microrganismos mais utilizados para a produgé@o de lipases estdo as bactérias e os fungos
(SHARMA et al., 2001), sendo as lipases fungicas as de maior aplicagdo industrial,
principalmente na industria de alimentos (MAHADIK et al., 2002). Segundo Shukla e Gupta
(2007), as lipases fungicas sado preferidas as bacterianas por atuarem em faixas mais
amplas de condigbes de processo.

A fermentagcdo em estado sélido constitui uma técnica de crescimento de

microrganismos na superficie e no interior de particulas porosas umidas na qual o conteudo
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de liquido contido na matriz s6lida deve ser mantido em valores de atividade de agua (aw)
gque assegurem o conveniente crescimento e metabolismo celular, mas que ndo excedam a
capacidade maxima de retencdo de agua na matriz (COUTO e SANROMAN, 2005;
PANDEY, 2003). Este método de cultivo apresenta vantagens sobre os processos liquidos,
tais como a economia gerada pelos menores espacos necessarios para a fermentacao,
substratos de baixo custo, utilizacdo de equipamentos, maquinario e controles mais simples,
maiores rendimentos, menores volumes de agua utilizados e menor demanda energética
(LONSANE et al., 1985)

A otimizacdo estatistica tem sido utilizada em processos biotecnolégicos,
especialmente na producdo de enzimas, por permitirem a selegcdo de varidaveis que
influenciam no processo, a avaliagdo da interagéo destas variaveis e a redugcao do numero
de experimentos, sendo estas as vantagens em comparagdo com os metodos que otimizam
uma variavel por vez (KAUSHIK et al., 2006; BOX et al., 1978). O objetivo deste trabalho foi
a produgao de lipases pelo fungo Aspergillus sp. via fermentagcdo em estado sélido e o
estudo da influéncia do meio de cultivo através de técnicas estatisticas de selecdo e

otimizagao de variaveis.
4.3.4. MATERIAIS E METODOS
4.3.4.1. Microrganismos e preparo do inoculo

Duas cepas de Aspergillus, denominadas O-4 e E-6, previamente isoladas de solo
contaminado com 6leo diesel e efluentes de laticinios, respectivamente, e selecionadas
como boas produtores de lipases através de fermentacdao em estado sélido (COLLA et al.,
2009), foram utilizadas. Os fungos foram mantidos em tubos de ensaio com ABD (agar-
dextrose-batata) a 4°C.

O preparo do inéculo foi realizado através da inoculagéo dos fungos em erlenmeiers
de 2 L contendo 300 mL de meio agar-batata-dextrose solidificado e incubagéao a 30°C por 5
dias. ApoOs o crescimento, foi preparada uma solugéo de esporos atraves da adigdo de 100
mL de uma solucao 0,2% de Tween 80 seguida de raspagem dos esporos com uma alca de
Drigalsky e filtracao em gaze estéril para retencao das hifas.

4.3.4.2. Meio de cultivo e condicoes da fermentacao
O meio de cultivo foi preparado com 85,7% de farelo de soja ou trigo, utilizado como

suporte e fonte de macronutrientes, e 14,3% de casca de arroz, utilizada para aumentar a
porosidade do meio e facilitar a transferéncia de oxigénio. O meio foi adicionado de 71%
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(v/p) de solucdo salina (2 g L' de KH,PO,, 1 g L' de MgSO, e 10 mL L de soluc&o traco,
contendo por L: 0,63 mg de FeSO,.7H,0O, 0,01 mg de MnSQO,, 0,62 mg de ZnSO, e agua
destilada até o volume de 1 L) (BERTOLIN et al., 2001), a fim de fornecer micronutrientes. O
meio de cultivo foi autoclavado a 103 kPa por 20 min, sendo posteriormente adicionado de
concentracdes de 1 ou 3% do indutor (éleo de soja ou azeite de oliva) e 1 ou 3% da fonte de
nitrogénio (uréia ou nitrato de sddio), corrigido o pH até o valor indicado no planejamento
experimental a partir da adicao de uma solugcédo 1,5 M de H,SO, e ajustada a umidade até
60% pela adicdo de agua destilada estéril.

Os experimentos foram realizados em erlenmeiers de 300 mL contendo 50 g de meio
e inoculados com 2,5 mL de uma suspensdo de esporos de forma que 0s meios
apresentassem concentragao inicial de indculo de 2.10° esporos/g. Os erlenmeiers foram
incubados a 30°C por 10 dias, sendo realizadas amostragens a cada 48 h para a
determinagao da atividade lipolitica. Todos experimentos foram realizados em duplicata.

4.3.4.3. Determinacao da atividade lipolitica

As lipases foram extraidas a partir da adigado de 10 mL de tampéo fosfato (0,1 M; pH
7.0) a 1 g de meio fermentado em erlenmeiers de 250 mL seguido de agitacido de 160 min”
por 30 min a 37°C. Posteriormente, o extrato foi filtrado em algoddo para a remocao de
sélidos suspensos e o liquido utilizado para a determinacao da atividade lipolitica.

A atividade enzimatica foi determinada através do método padronizado por Burkert et
al. (2004), o qual se baseia na titulacdo com NaOH dos &cidos graxos liberados pela acéao
da enzima lipase presente no extrato enzimatico sobre os triacilgliceréis do azeite de oliva
emulsionados em goma arabica.

Uma unidade de atividade de lipase foi definida como a quantidade de enzima que
libera 1 ume de acido graxo por minuto por grama de farelo fermentado umido (1U=1 pmg,

min" g, nas condicées do ensaio.
4.3.4.4. Planejamento experimental

A producdo de lipases foi realizada utilizando planejamentos experimentais
sequenciais. A primeira etapa objetivou a selegdo das variaveis significativas na producéo
de lipases via fermentacdo em estado sélido, sendo utilizado um Planejamento Fatorial
Fracionario (PFF) 2”3, de 16 experimentos (Experimentos 1 a 16). As variaveis estudadas
foram o tipo de farelo (trigo ou soja), a fonte de nitrogénio (uréia ou nitrato de sédio), o
indutor (6leo de soja ou azeite de oliva), a concentragao da fonte de nitrogénio (1 ou 3%), a
concentracao da fonte de carbono (1 ou 3%), o pH (5 ou 7) e o fungo (O-4 e E-6). As
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variaveis farelo, fonte de nitrogénio, indutor e pH, significativas no PFF, foram estudadas
através de um Planejamento Fatorial Completo (PFC) 2* (Experimentos 17 a 32). Todos os
experimentos foram realizados em duplicata. A atividade lipolitica dos farelos fermentados
foi utilizada como resposta nas duas etapas experimentais.

4.3.4.5. Tratamento dos dados

Os resultados de atividade lipolitica foram avaliados através de andlise de variancia
(ANOVA), sendo calculados os efeitos estimados e os coeficientes de regressdo dos
modelos gerados.

4.3.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta a matriz do PFF 27 utilizado para a selecdo de variaveis
significativas no processo de producao de lipases via fermentacdo em estado sdlido e os
resultados de atividade lipolitica obtidos em 6 dias de cultivo, tempo em que foram
observadas as maiores atividades lipoliticas na maioria dos experimentos.

Os valores de atividade lipolitica obtidos para os fungos E-6 e O-4 variaram de 16,29
a 49,89 U. As variaveis estudadas influenciaram a produgéo de lipases por estes fungos,
sendo as variaveis estatisticamente significativas (p<0,05) o tipo de farelo, a fonte de
nitrogénio, o indutor, o pH e o fungo. Os efeitos estimados das varidveis encontram-se
apresentados na Tabela 2, na qual se verifica que as variaveis fungo, fonte de nitrogénio e
pH apresentaram efeitos negativos sobre a atividade lipolitica (AL), enquanto que as
variaveis indutor e tipo de farelo apresentaram efeitos positivos.

Os maiores resultados de atividade lipolitica foram obtidos utilizando-se o fungo O-4,
uréia como fonte de nitrogénio e pH 5. O maior efeito sobre a atividade lipolitica foi
ocasionado pelo fungo, sendo que a utilizacdo do fungo O-4 possibilitou a obtengcdo de
atividades lipoliticas em média 15 unidades superiores que o fungo E-6. Desta forma, a
sequéncia da selecao de variaveis foi realizada utilizando-se o fungo O-4. As variaveis fonte
de nitrogénio, fonte de carbono, pH e tipo de farelo foram estudadas na seqliéncia através
de um Planejamento Fatorial Completo 2°, cujos resultados de atividade lipolitica em 8 dias
de fermentagdo, tempo em que as maiores atividades foram observadas, estdo
apresentados na Tabela 3. As variaveis concentragcao da fonte de nitrogénio e do indutor,
nao significativas no PFF (p>0,05) foram fixadas em 2%.
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Tabela 1 Niveis codificados e reais das variaveis utilizadas no Planejamento Fatorial
Fracionario 2" e resultados de atividade lipolitica (U) obtidos em 6 dias de fermentacdo em
estado sélido

Exp X X2 Xa Xa Xs Xs X7 AL*
(F) (FN)  (CFN) ) [CI] (pH)  (Fungo) (V)
1 A(FT) -1(Un) -1(1%) -1(08S) -1(1%) -1(5) -1(0-4) 34,37+ 0,01
2 +1(FS) -1(U) -1(1%) -1(0S) +1(3%) -1(5) +1(E-6) 21,56+0,03
3 -1(FT) +1(NS) -1(1%) -1(0S) +1(3%) +1(7) -1(0-4) 2375+1,26
4 +1(FS) +1(NS) -1(1%) -1(0S) -1(1%) +1(7) +1(E-6) 19,83+0,63
5 -1(FT) -1(U) +1(3%) -1(0S) +1(3%) +1(7) +1(E-6) 16,76 +0,09
6 +1(FS) -1(U) +1(3%) -1(0S) -1(1%) +1(7) -1(0-4) 32,52+0,02
7  -1(FT) +1(NS) +1(3%) -1(0S) -1(1%) -1(5) +1(E-6) 21,52+0,62
8 +1(FS) +1(NS) +1(3%) -1(0S) +1(3%) -1(5) -1(0-4) 37,39+0,62
9 -1(FT) -1(U) -1(1%) +1(AO) -1(1%) +1(7) +1 (E-6) 22,52+0,59
10 +1(FS) -1(Ur) -1(1%) +1(AO) +1(3%) +1(7) -1(0-4) 4595+1,16
11 -1(FT) +1(NS) -1(1%) +1(AO) +1(3%) -1(5) +1(E-6) 16,29+0,56
12 +1(FS) +1(NS) -1(1%) +1(AO) -1(1%) -1(5) -1(O-4) 40,32+ 0,61
13 -1(FT) -1(Ur) +1(3%) +1(AO) +1(3%) -1(5) -1(0-4) 49,89+0,66
14 +1(FS) -1(Ur) +1(3%) +1(AO) -1(1%) -1(5) +1(E-6) 26,35+0,63
15 -1 (FT) +1(NS) +1(3%) +1(AO) -1(1%) +1(7) -1(0-4) 24,72+0,02
16 +1(FS) +1(NS) +1(3%) +1(AO) +1(3%) -1(5) +1(E-6) 28,29+0,64

F: farelo; FT: farelo de trigo; FS: farelo de soja; FN: fonte de nitrogénio; Ur: uréia; NS: nitrato de s6dio; CFN:
concentragéo da fonte de nitrogénio; I: indutor; Cl: concentragédo do indutor; OS: éleo de soja; AO: azeite de

oliva. * AL: atividade lipolitica, resultados de média + desvio-padrao

Os farelos de soja e trigo foram utilizados tanto como suporte para o crescimento
quanto como fonte de nutrientes, sendo as maiores atividades lipoliticas encontradas
quando o farelo de soja foi utilizado como principal componente do meio de cultivo, o que
pode ser observado comparando-se os resultados dos experimentos que utilizaram farelo de
soja ao invés de farelo de trigo no PFC (Tabela 3).

O farelo de trigo foi utilizado para a produgéo de lipases por Aspergillus niger por
Damaso et al. (2005), apresentando melhores resultados que o sabugo de milho, sendo este
fato explicado pelos autores devido a elevada quantidade de carboidratos apresentada pelo
farelo de trigo, possivelmente amido. Desta forma, o farelo de trigo, além de atuar como
suporte para o crescimento fungico, constitui-se uma rica fonte de carbono. Em estudo

semelhante, Mahadik et al. (2002) observaram que dentre os diferentes residuos
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agroindustriais testados para a produgéo de lipases pelo Aspergillus niger NCIM 1207, o
farelo de trigo foi o que apresentou melhores resultados de atividade lipolitica quando
comparado com os demais residuos analisados, porém o farelo de soja nao foi utilizado. No
presente trabalho, os melhores resultados de atividade lipolitica obtidos com o farelo de soja
podem ter sido ocasionados pela composi¢cao quimica deste em comparacao com o farelo
de trigo, com concentracdes de gordura e proteina de 4,02 e 44,86%, respectivamente, em
comparagao com 2,44% de gordura e 18,85% de proteina no farelo de trigo. TAN et al.
(2003) reportaram que o farelo de soja contém acidos graxos que beneficiam a sintese de
lipases.

Tabela 2 Efeitos estimados das variaveis do Planejamento Fatorial Fracionario 2”3 em
fungéo da atividade lipolitica obtida em 6 dias de fermentagdo em estado sélido

S:Rtazgg Efeito Erro Padrao Valor t (56) sin(mz:‘ii‘::glni?a)
Média 28,556 0,561 50,863 <0,001
Xi 4,661 1,123 4,151 <0,001
X -5,365 1,123 4,777 <0,001
X3 0,967 1,123 0,861 0,392
X4 5,193 1,123 4,625 <0,001
Xs 1,578 1,123 1,405 0,165
Xs -5,112 1,179 -4,334 <0,001
X7 -15,111 1,123 -13,458 <0,001

Xjy: farelo; Xz: fonte de nitrogénio; Xs: conc. fonte de nitrogénio; X4: indutor; Xs: conc. do indutor; Xs: pH; X7:

Fungo

O azeite de oliva apresentou melhores resultados que o 6leo de soja em pH 5.
Sharma et al. (2001) citam o azeite de oliva como sendo o melhor indutor para a producao
de lipases. O azeite de oliva foi utilizado para a produgéo de lipases por células livres e
imobilizadas de Aspergillus niger no estudo realizado por Ellaiah et al. (2004) e as maiores
atividades enzimaticas (U/L) foram obtidas na concentragédo de 1% desta fonte de carbono.
D’Annibale et al. (2005) observaram maiores atividades lipoliticas com o uso de azeite de
oliva como indutor, na producdo de lipases utilizando como substrato os efluentes do
processo de extracdo de azeite de oliva. A adigcdo do azeite de oliva aumentou a atividade
enzimatica de 1,24 para 9,0 Ul mL™, enquanto a adicdo dos 6leos de milho e soja resultou
em atividades de 6,42 e 6,34 Ul mL", respectivamente. Estes resultados estdo de acordo
com os estudos reportados por Yadav et al. (1998) e Freire et al. (1997), que encontraram

um aumento na atividade lipolitica quando o 6leo de oliva foi incorporado ao meio de cultivo.
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Damaso et al. (2005) utilizaram azeite de oliva como indutor da sintese de lipases, sendo
obtidas atividades de 10,7 U mL™ com a adicdo de 2% de azeite de oliva. Fernandes et al.
(2005) estudaram a producao de lipases de Bacillus megaterium por fermentagdo em estado
sblido e verificaram que dos indutores citados na literatura, o azeite de oliva € o mais
empregado, possivelmente devido a maior porcentagem de trioleina em sua composicao e
também triacilglicerol, que é substrato para as lipases. Segundo Wang et al. (2008) a
diferenca de inducao da producédo de lipases pelos 6leos vegetais pode ser explicada pela
sua composicao em acidos graxos. O acido oléico compde mais que 70% do azeite de oliva,
enquanto que os 6leos de soja e girassol, por exemplo, apresentam maiores percentuais do
acido linoléico (54 e 68%, respectivamente) e baixos percentuais de acido oléico.

Tabela 3 Niveis codificados e reais do Planejamento Fatorial Completo 2* e resultados de
atividade lipolitica (AL) em U, obtidos em 8 dias de fermentagcdo em estado sélido

Exp. X (F) Xz (FN) X3 (1) Xa(pH) AL (U)

17 -1(FT) -1 (Ur) 1 (0S) -1 (5) 29,97 + 0,01
18 +1(F9) -1 (Ur) -1 (OS) -1 (5) 30,93 + 0,06
19 -1 (FT) +1(NS) -1 (0S) -1 (5) 31,33+ 0,48
20 +1(FS)  +1(NS) -1(0S) -1 (5) 48,36 + 0,07
21 -1 (FT) 1 (Ur) +1 (AO) -1 (5) 33,97 + 0,58
22 +1(FS) -1 (Ur) +1 (AO) -1 (5) 43,31+ 0,03
23 -1(FT) +1(NS) +1(AO)  -1(5) 33,43 + 0,03
24  +1(FS)  +1(NS) +1(AO)  -1(5) 57,28+ 0,14
25 -1 (FT) -1 (Ur) -1(0S)  +1(7) 39,53 + 4,98
26  +1(FS) 1 (Ur) -1(0S)  +1(7) 28,60 + 0,59
27 -1 (FT) +1(NS)  -1(0S)  +1(7) 37,83 % 0,04
28 +1(FS)  +1(NS) -1(0S)  +1(7) 46,40 + 0,68
29 -1 (FT) 1(Ur)  +1(A0)  +1(7) 32,74 + 0,01
30 +1(FS) 1(Ur)  +1(AO)  +1(7) 29,57 + 0,70
31 -1 (FT) +1(NS)  +1(AOQ)  +1(7) 36,60 + 0,82
32  +1(FS)  +1(NS) 1(AO)  +1(7) 43,06 + 0,01

F: farelo; FT: farelo de trigo; FS: farelo de soja; FN: fonte de nitrogénio; Ur: uréia; NS: nitrato de sddio; I: indutor;

OS: oleo de soja; AO: azeite de oliva. * Resultados de média * desvio-padrao

A variagédo do pH de 5 para 7 nos experimentos em que foi utilizado 6leo de soja e
farelo de trigo (exp. 17 versus exp. 25; exp. 19 versus exp. 27) ocasionou aumento na
atividade lipolitica. O comportamento inverso foi observado quando o 6leo de soja e farelo
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de soja foram utilizados (exp. 18 versus exp. 26; exp. 20 versus exp. 28). Nos experimentos
que utilizaram azeite de oliva como indutor (mantendo-se constantes a fonte de nitrogénio e
o tipo de farelo), com exceg¢do dos experimentos 23 e 31, a variagdo do pH de 5 para 7
ocasionou uma diminuigdo da atividade lipolitica. Lin et al. (2006) estudaram a influéncia do
pH na atividade lipolitica, concluindo que os micélios de varias espécies de Aspergillus
crescem em uma larga escala de valores de pH, sendo este um dos parametros ambientais
gue mais afetam o crescimento micelial.

A andlise de variancia dos dados do Planejamento Fatorial Completo 2* encontra-se
apresentada na Tabela 4 e os efeitos estimados das varidveis sobre a atividade lipolitica na
Tabela 5.

Tabela 4 Andlise de variancia dos resultados de atividade lipolitica obtidos nas condi¢des do
Planejamento Fatorial Completo 2*

Somados Grausde Quadrado

quadrados liberdade médio catciado Fiabelaco
Regressao 3873,23 10 387,32 118,61 2,02
Residuo 173,07 53 3,26
Total 4046,31 63

As variaveis tipo de farelo, fonte de nitrogénio, indutor e pH apresentaram efeitos
significativos (p<0,001) sobre a atividade lipolitica, sendo que para o tipo de farelo, a fonte
de nitrogénio e o indutor os efeitos foram positivos, enquanto que o pH apresentou efeito
negativo (Tabela 5). As interagdes entre as variaveis farelo e fonte de nitrogénio (Xi.X5),
farelo e indutor (X;.X3), farelo e pH (Xi.X4) e indutor e pH (X5.X4) também apresentaram
efeitos significativos (p<0,001). A Figura 1 apresenta as superficies de resposta das
interacdes de variaveis significativas (p<0,05) sobre a atividade lipolitica.

A Figura 1(a) permite verificar que a maior atividade lipolitica foi encontrada
utilizando-se nitrato de sédio como fonte de nitrogénio e farelo de soja. Um resultado
semelhante pode ser observado na Figura 1(b), que apresenta a atividade lipolitica em
funcéao do farelo e indutor. Independentemente do indutor utilizado (6leo de soja ou azeite de
oliva), o uso do farelo de trigo resultou em baixas atividades lipoliticas. As maiores
atividades enzimaticas foram observadas na combinagcao destas variaveis em seus niveis
superiores, ou seja, utilizando-se como componentes do meio de cultivo o farelo de soja e o
azeite de oliva. As Figuras 1(c) e 1(d) apresentam a influéncia das variaveis pH versus farelo
e indutor, respectivamente, sobre a atividade lipolitica. Verifica-se que, em ambos os casos,
o pH 5 resultou em maiores atividades lipoliticas, associado ao farelo de soja (Figura 1c) e
ao azeite de oliva (Figura 1d).
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Tabela 5 Efeitos estimados das variaveis do Planejamento Fatorial Completo 2* sobre a
atividade lipolitica

Fonte de variacao Efeitos estimados t(53) Nivel de significancia (p)

Média 37,68 166,82 < 0,001
Xi 6,51 14,42 < 0,001
Xz 8,21 18,17 < 0,001
X3 2,12 4,70 < 0,001
X4 -1,78 -3,95 < 0,001

X1.Xz 7,46 16,52 < 0,001

X1.X3 2,60 5,77 < 0,001

X1.X4 -6,28 -13,90 < 0,001

X2.X3 -0,52 -1,14 0,257

Xo.X4 0,16 0,34 0,732

X3.X4 -4,72 -10,45 < 0,001

Xj: tipo de farelo; X»: fonte de nitrogénio; Xs: fonte de carbono; Xs: pH

Os resultados obtidos durante o desenvolvimento do Planejamento Fatorial
Fracionario 2 2 indicaram a uréia como melhor fonte de nitrogénio para a producdo de
lipases, o que esta de acordo com o encontrado por outros pesquisadores que indicam que
fontes organicas de nitrogénio (peptona, agua de maceragcao de milho, uréia, extrato de
levedura) possibilitam a obtengédo de elevadas atividades lipoliticas (SHARMA et al., 2001).
Rodriguez et al. (2006) estudaram a substituicdo de extrato de levedura por peptona, agua
de maceragao de milho, uréia, sulfato de amdnio, nitrato de amdnio ou nitrato de s6dio na
producéo de lipases usando bagaco de cana como matriz na fermentagédo em estado sélido.
Todas as fontes testadas, com excegédo da uréia, diminuiram a produgéo de lipases em
comparagado com o extrato de levedura. No presente trabalho, o nitrato de sddio resultou em
maiores atividades lipoliticas no Planejamento Fatorial Completo, devendo ser adotado uma
vez que este planejamento permite todas as combinag¢des entre as variaveis por estudar um
numero menor de variaveis com um numero maior de experimentos, quando comparado ao
Planejamento Fracionario. Os nitratos de sédio e potassio foram as melhores fontes para a
producéo de lipases através de fermentacao submersa por Joshi et al. (2006).

A andlise de variancia do modelo de regressao gerado demonstrou que o valor de
Featcuiado fOi muito superior ao valor de Fiapelago (Tabela 4). Segundo Muralidhar et al. (2001) o
valor de Fcacuado deve ser superior ao valor de Figneiado Para que a hipétese nula seja rejeitada
ao nivel de significAncia estudado, o que implica que a variacdo causada pelo modelo é
significativamente maior que a variagcao ndo explicada. Além do valor de F, o coeficiente de
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determinacdo (R® também é utilizado para checar a qualidade do modelo (TENG e XU,
2008; KAUSHIK et al., 2006), sendo obtido um valor de R? 0,957, o que indica que 95,7% da
varialibidade da resposta é explicada pelo modelo. O valor de R? ajustado corrige o valor de
R? em relacdo ao tamanho da amostra e o nimero de termos do modelo. Neste trabalho, o
valor ajustado de R? (0,949), foi muito préximo ao valor de R®. Esta andlise torna possivel a
geracdo de um modelo matematico que represente os dados experimentais, o qual é
apresentado na Equacéo 1.

AL =37,68 +3,26.X, + 410.X, +1,06.X, - 0,89.X, + 3,73.X,. X, +

(1)
1,30.X1.X3 - 3,14.X1.X4 - 2,36.X3.X4
(a) (b)

&0
55
50 ez

__6/ 35 :::’:‘:‘:“
a0
&

Figura 1 Superficies de resposta da interacao das varidveis F e FN (X;.Xy), F e | (X1.X3), F e
pH (X1.X4) e | e pH (X3.X,) sobre a atividade lipolitica obtida nos experimentos do PCC 2°.

FT: farelo de trigo; FS: farelo de soja; Ur: uréia; NS: nitrato de sédio; OS: oleo de soja; AO: azeite de oliva.
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Através da analise dos resultados obtidos no Planejamento Fatorial Completo,
verificou-se que a maior AL (57,28 U) foi encontrada para o meio de cultivo composto de
farelo de soja, 2% de nitrato de sodio como fonte de nitrogénio, 2% de azeite de oliva como
indutor e pH 5, quando utilizado o fungo O-4. O efeito encontrado para o pH foi negativo,
significando que maiores atividades lipoliticas poderiam ser obtidas em valores de pH
inferiores a 5,0.

A utilizacdo de métodos estatisticos de otimizacdo possibilitou o aumento da
producéo de lipases via fermentacdo em estado solido a partir de Aspergillus sp (O-4). As
atividades lipoliticas maximas passaram de 49,9 U no planejamento experimental de
selecdo de variaveis para 57 U no planejamento fatorial completo, sendo estas atividades
obtidas utilizando-se farelo de soja como principal componente do meio de cultivo, 2% de
nitrato de sédio como fonte de nitrogénio, 2% de azeite de oliva como indutor em pHs
variando de 5 a 7, podendo-se utilizar pH’s inferiores a 5, o que esta de acordo com os pH’s

geralmente citados na literatura como sendo 6timos para as fermentacdes em estado solido

4.3.6. CONCLUSAO

As maiores atividades lipoliticas obtidas via fermentacdo em estado sélido a partir do
fungo Aspergillus O-4 foram obtidas utilizando-se farelo de soja como principal componente
do meio de cultivo, 2% de nitrato de s6dio como fonte de nitrogénio, 2% de azeite de oliva

como indutor e pHs inferiores a 5.

Agradecimentos: ao CNPq pelo apoio financeiro.

4.3.7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Bertolin et al., T.E.; Costa, J.A.V.; Pasquali, G.D.L. Glucoamylase production in batch and
fed-batch solid state fermentation: effect of maltose or starch addition. Journal of
Microbiology and Biotechnology, v. 11, n. 1, p. 13-16, 2001.

Box G.E.P.; Hunter W.G.; Hunter, J.S. Statistics for Experimenters: An Introduction to
Design, Data Analysis, and Model Building. Wiley & Sons, New York, USA, 1978

Burkert, J.F.M.; Maugeri, F.; Rodrigues, M.l. Optimization of extracellular lipase production
by Geotrichum sp. using factorial design. Bioresource Technology, v. 91, p. 77-84, 2004.

Colla, L.M.; Rezzadori, K.; Camara, S.K.; Debon, J.; Tibolla, M.; Bertolin et al., T.E.; Costa,
J.A.\V. A Solid-State Bioprocess for Selecting Lipase Producing Filamentous Fungi.
Zeitschrift fir Naturforschung C, v. 64C, p. 131-137, 2009.



99

Couto, S.R., Sanroman, M.A. Application of solid-state fermentation to food industry — A
review. Journal of Food Engineering, v.76, n.3, p. 291-302, 2006.

D’Annibale, A., Sermanni, G.G., Federici, F., Petruccioli, M. Olive-mill wastewaters: a
promising substrate for microbial lipase production. Bioresource Technology, v. 97, n. 15,
p. 1828-1833, 2006.

Damaso, M.C.T.; Couri, S.; Passianoto, M.A.; Freitas, S.C. Producdo de lipases por
fermentagé@o semi-sélida tendo como indutores da sintese, subprodutos do refino do éleo de
milho. XV Simpédsio Nacional de Fermentacoes, Recife, 2005.

Dupuis, C.; Corre, C.; Boyaval, P. Lipase and esterase activities of Propionibactenium
freudenreichii subsp.freudenreichii. Applied and environmental microbiology, v.59, n.12,
p. 4004 4009, 1993.

Ellaiah, P.; Prabhakar, T.; Ramadrishna, B.; Thaer Taleb, A.; Adinarayana, K. Production of
lipase by immobilized cells of Aspergillus niger. Process Biochemistry, v. 39, p. 525-528,
2004.

Ertugrul, S.; Dénmez, G.; Takag, S. Isolation of lipase producing Bacillus sp. from olivemill
waste water and improving its enzyme activity. Journal of Hazardous Materials, v. 149, p.
720-724, 2007.

Fernandes, M.L.; Meira, J.A.; Mitchell, D.A. Krieger, N. Producdo da lipase de Bacillus
megaterium por PES para aplicagdo em biocatdlise. XV Simposio Nacional de
Fermentacoes, Recife, 2005

Freire, D.M.; Teles, E.M.F.; Bon, E.P.S.; Sant’ Anna, G.L. Lipase production by Penicillium
restrictum in a bench-scale fermenter: Effect of carbon and nitrogen nitrition, agitation and
aeration. Appl Biochem Biotechnol, 63-65: 409-21, 1997.

Hasan, F.; Shah, A.A.; Hameed, A. Industrial applications of microbial lipases. Enzyme and
Microbial Technology, v. 39, n. 2, p. 235-251, 2006.

Joshi, G.K.; Kumar, S.; Tripathi, B.N.; Sharma, V. Production of alkaline lipase by
Corynebacterium paurometabolum MTCC6841 isolated from Lake Naukuchiatal, Uttaranchal
State, India. Current Microbiology, v. 52, p. 354-358, 2006.

Kaushik, R.; Saran, S.; Isar, J.; Saxena, R.K. Statistical optimization of medium componets
nd growth conditions by response surface metholology to enhance lipase production by
Aspergillus carneus. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, v. 40, p.121-126, 2006.



100

Kim, H.J.; Youn, S.H.; Shin, C.S. Lipase-catalyzed synthesis of sorbitol—fatty acid esters at
extremely high substrate concentrations. Journal of Biotechnology, v.123, n. 2, p. 174-184,
2006.

Kittikun, A.H.; Kaewthong, W.; Cheirsilp, B. Continuous production of monoacylglycerols
from palm olein in packed-bed reactor with immobilized lipase PS. Biochemical
Engineering Journal, v.40, p. 116-120, 2008.

Leal, M.C.M.R.; Cammarota, M.C.C., Freire, D.M.G.; Sant’Anna Jr., G.L. Hidrotytic enzymes
as coadjuvants in the anaerobic treatment of dairy wastewaters. Brazilian Journal of
Chemical Engineering, v. 19, n. 2, p. 175-180, 2002.

Lin, E.S.; Wang, C.C.; Sung, S.C. Cultivating conditions influence lipase production by the
edible Basidiomycete Antrodia cinnamomea in submerged culture. Enzyme and Microbial
Technology, v. 39, n. 1, p. 98-102, 2006.

Lin, J.; Shi, B.H.; He, Y.X.; Wang, M.Z. Rapid improvement in lipase production of Penicillium
expansum by Genome shuffling. Chinese Journal of Biotechnology, v. 23, n. 4, p. 672-
676, 2007.

Lonsane, B.K.; Ghildyal, N.P.; Budaitman, S.; Ramakrishna, S.V. Engineering aspects of
solid state fermentation. Enzyme Microb. Technol., v. 7, p. 258-265, 1985.

Mahadik, N.D.; Puntambekar, U.S.; Bastawde, K.B.; Khire, J.M.; Gokhale, D.V. Production of
acidic lipase by Aspergillus niger in solid state fermentation. Process Biochemistry, v. 38,
p. 715-721, 2002.

Makhsumkhanov, A. A.; Yakubov, I. T.; Davranov, K. Conditions for cultivation of the fungus
Penicillium melinii UZLM-4 and its biosynthesis of lipases. Applied Biochemistry and
Microbiology, v. 39, n. 1, p. 40—43, 2003.

Muralidhar, R.V.; Chirumamila, R.R.; Marchant, R.; Nigam, P. A response surface approach
for the comparison of lipase production by Candida cylindracea using two different carbon
sources. Biochemical Engineering Journal, v. 9, p. 17-23, 2001.

Pandey, A. Solid-state fermentation. Biochemical Engineering Journal, v. 13, p. 81-84,
2003.

Park, E.Y.; Sato, M.; Kojima, S. Fatty acid methyl ester production using lipase-immobilizing
silica particles with different particle sizes and different specific surface areas. Enzyme and
Microbial Technology, v. 39, p. 889-896, 2006.



101

Rao, P.V.; Jayaraman, K.; Laksahmanan, C.M. Production of lipase by Candida rugosa in
solid state fermentation. 1: Determination of significant process variables. Process
Biochemistry, v. 31, p. 669-78, 1993.

Reshma, M.V.; Saritha, S.S.; Balachandran, C.; Arumughan, C. Lipase catalyzed
interesterification of palm stearin and rice bran oil blends for preparation of zero trans
shortening with bioactive phytochemicals. Bioresour Technol., v. 99, n. 11, p.5011-5019,
2008.

Rodriguez, J.A.; Mateos, J.C.; Nungaray, J.; Gonzalez, V.; Bhagnagar, T.; Roussos, S.;
Cordova, J.; Baratti, J. Improving lipase production by nutrient source modification using
Rhizopus homothallicus cultured in solid state fermentation. Process Biochemistry, v. 41,
p. 2264-2269, 2006.

Rosa, D.R.; Cammarota, M.C.; Freire, D.M.G. Production and utilization of a novel solid
enzymatic preparation produced by Penicillium resctrictum in activated sludge systems
treating wastewater with high levels of oil and grease. Environmental Engineering
Science, v. 23, n. 5, p. 814-823, 2006.

Saisubramanian, N.; Edwinoliver, N.G.; Nandakumar, N.; Kamini, N.R.; Puvanakrishnan, R.
Efficacy of lipase from Aspergillus niger as an additive in detergent formulations: a statistical
approach. J Ind Microbiol Biotechnol, v. 33, p. 669-676, 2006.

Salah, R.B.; Ghamghui, H.; Miled, N.; Mejdoub, H.; Gargouri, Y. Production of butyl acetate
ester by lipase from novel strain of Rhizopus oryzae. Journal of Bioscience and
Bioengineering, v. 103, n. 4, p. 368-372. 2007

Sharma, R., Chisti, Y., Banerjee, Y. C. Production, purification, characterization and
applications of lipases. Biotechnology Advances, v. 19, p. 627-662, 2001.

Shukla, P.; Gupta, K. Ecological Screening for lipolytic molds and process optimization for
lipase production from Rhizopus oryzae KG-6. Journal of Applied Sciences in
environmental sanitation, v. 2, n. 2, p. 35-42, 2007.

Tan, T.; Zhang, M.; Wang, B.; Ying, C.; Deng, L. Screening of high lipase producing Candida
sp. and production of lipase by fermentation. Process Biochemistry, v. 39, p. 459-465,
2003

Teng, Y.; Xu, Y. Culture condition improvement for whole-cell lipase production in
submerged fermentation by Rhizopus chinensis using statistical method. Bioresource
Technology, v. 99, p. 3900-3907, 2008.

Waller, W.; Comeau, L.C. A novel strain of Candida species producing an acid-resistant
lipase. Rev Fr Corps Gras, v. 37, n. 9-10, p. 289-96, 1990



102

Wang, D.; Xu, Y.; Shan, T. Effects of oils and oil-related substrates on the synthetic activity
of membrane-bound lipase from Rhizopus chinensis and optimization of the lipase
fermentation media. Biochemical Engineering Journal, v. 41, p. 30-37, 2008.

Wang, Y.; Li, X,; Liang, Y.; Yang, B.; Zhang, S. Enzymatic fractionation of conjugated linoleic
acid isomers by selective esterification. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, v.
46, p. 20-25, 2007.

Watanabe, Y.; Miyawaki, Y. Adachi, S.; Nakanishi, K.; Matsuno, R. Continuous production of
acyl mannoses by immobilized lipase using a packed-bed reactor and their surfactant
properties. Biochemical Engineering Journal, v.8, p. 213-216, 2001.

Yadav, R.P.; Saxena, R.K.; Guptha, R.; Davidson, W.S. Lipase production by Aspergillus
and Penicillium species. Folia Microbiol, v. 43,p. 373-8, 1998.

Yu, J.; Zhang, J.; Zhao, A.; Ma, X. Study of glucose ester synthesis by immobilized lipase
from Candida sp. Catalysis Communications, v.9, n. 31, p. 1369-1374, 2008.



103

4.4. OTIMIZAGAO DA PRODUCAO DE LIPASES POR FERMENTACAO SUBMERSA
4.4.1. RESUMO

A producdo de lipases através de fungos filamentos em fermentagdo submersa pode ser
influenciada por varios fatores, tais como a origem do microrganismo, a temperatura da
fermentacado, o pH, a agitacdo, a concentracao inicial de indculo, as fontes e concentragcées
de nutrientes, entre outros. Neste trabalho, um Planejamento do tipo Plackett-Burman de
dezesseis experimentos foi realizado com o objetivo de avaliar a influéncia de nove variaveis
sobre a produgéo de lipases, sendo as variaveis estudadas o tipo de farelo usado como
fonte principal de carbono (trigo ou soja), a fonte de nitrogénio (nitrato de sodio e extrato de
levedura), a concentragdo da fonte de nitrogénio (10 ou 30 g L), o indutor (éleo de soja ou
azeite de oliva), a concentracdo do indutor (10 ou 30 g L"), a cepa fingica (Trichoderma E-
19 ou Aspergillus O-8, selecionados como bons produtores de lipases via fermentagdo
submersa), o pH (5 ou 7) e a agitagdo (120 ou 160 min". As varidveis significativas (p<0,05)
sobre a producdo de lipases foram estudadas através de um Planejamento Fatorial
Completo 2°, sendo significativas (p<0,05) a concentracdo de extrato de levedura e o pH.
Estas variaveis foram otimizadas através de um Delineamento Composto Central
Rotacional, obtendo-se méximas atividades lipoliticas com a utilizagdo de 45 g L de extrato
de levedura e pH 7,15. O modelo estatistico apresentou 94,12% de correlagcdo com 0s
dados experimentais.

Palavras-chave: fermentacao submersa, fungos; lipases, planejamento experimental
4.4.2. ABSTRACT

The production of lipases by fungi in submerged bioprocess can be affected by many factors,
such as the fungal strain, temperature, pH, agitation, initial inocullum concentration, sources
and concentrations of nutrients, among others. In this work, nine variables were screened
through a Plackett-Burman Design with sixteen experiments, in order to evaluate its influence
on lipase production by fungi, being the variables studied the kind of bran used as main
carbon source (wheat or soy-10%), the source or nitrogen (sodium nitrate or yeast extract),
the concentration of nitrogen source (10 or 30 g L), the source of inductor (olive or soy oil),
the concentration of inductor (10 or 30 g L"), the fungal strain (isolates Trichoderma E-19 or
Aspergillus O-8, selected as good producers of lipases), the pH (5 or 7) and the level of
agitation (120 or 160 min". The significative variables (p<0.05) on lipase production were
studied again through a 2° Factorial Design, being significative (p<0.05) the yeast extract
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concentration and the pH. Eventually, these variables were optimized with a Central
Composite Design. Maximum lipase activities were obtained with 45 g L of yeast extract
and pH 7.15. The statistical model presented 94.12% of correlation with experimental data.

Key words: fungi; lipase; statistical design, submerged bioprocess
4.4.3. INTRODUCAO

As enzimas s&o utilizadas atualmente para uma variedade de aplicagdes industriais
(HAACK et al., 2006). O mercado industrial de enzimas continua crescendo devido a
implantacdo de novas tecnologias de produgéo, ao uso da engenharia genética na produgéo
e ao surgimento de novos campos de aplicacao. O mercado global de enzimas em 2007 foi
de 2,3 bilhdées de ddblares e espera-se que seja de 2,7 bilhdes em 2012 (IYER e
ANANTHARAYAN, 2008). Dentre estas enzimas, as lipases sdo muito utilizadas. Suas
aplicacdes decorrem das reacgdes por elas catalisadas, sendo as principais as de hidrdlise,
inter e transesterificag@o de lipidios, de onde derivam seus principais usos, nas industrias de
detergentes (SAISUBRAMANIAN et al., 2006), médica (HASAN et al., 2006) e alimenticia
(SHARMA et al., 2001). Algumas destas aplica¢des sdo a maturagao de queijos (DUPUIS et
al., 1993), a sintese de aromas (SALAH et al., 2007), a produgéo de lipidios com elevados
teores de acidos graxos insaturados (RESHMA et al., 2008; WANG et al., 2007), a producao
de metil-ésteres de acidos graxos (biodiesel) (PARK et al., 2006), entre outros.

As enzimas industriais sdo produzidas principalmente através de fermentagao
submersa em cultivos em batelada e batelada alimentada (HAACK et al. 2006) usando
fungos filamentosos, sendo os géneros mais citados para a produgcdo de lipases os
Aspergillus, Rhizopus, Penicillium, Mucor, Geotrichum e Fusarium (D’ANIBALLE et al., 2005;
HAQ et al., 2002).

Os processos submersos apresentam vantagens sobre os processos em estado
sélido, como a maior homogeneidade do meio de cultivo, do que decorre a maior facilidade
de realizagdo de controles de parametros como a temperatura e o pH (PANDEY et al.,
2000). Além disso, Mahadik et al. (2004) colocam como desvantagem dos processos em
estado solido a cor dos meios fermentados, devido a presenga dos esporos fungicos, além
de outros componentes remanescentes no extrato apos o processo de extragdo da enzima.
No entanto, um dos principais problemas das fermentagbes submersas é a dificuldade de
transferéncia de oxigénio nos meios liquidos, o que é potencializado no caso do uso de
fungos, devido a morfologia filamentosa das hifas em meios liquidos (HAACK et al., 2006).

Outros fatores, como os tipos e concentragdes de nutrientes, o pH, a agitacao e a
presenga e concentragdo de indutores podem afetar a produtividade destes bioprocessos. A
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realizacdo de pesquisas que utilizem microrganismos isolados de novos ambientes, bem
como a utilizagcao de residuos agroindustriais na composicao dos meios é necessaria, a fim
de obterem-se elevadas produtividades a custos menores.

A otimizacao estatistica de processos é uma técnica que apresenta vantagens em
relagéo a técnica de otimizagdo de uma variavel por vez (KAUSHIK et al., 2006; BOX et al.,
1978), tais como o menor numero de experimentos e a possibilidade de avaliagcdo dos
efeitos de interacdo entre as variaveis. InUumeros pesquisadores tém relatado a utilizacao
destas técnicas para a producao de lipases por microrganismos (WANG et al., 2008; TENG
e XU, 2008; BURKERT et al., 2004). Dentre os métodos de selecao de variaveis encontram-
se os planejamentos Plackett-Burman, os quais permitem uma selecéao eficiente de variaveis
para a posterior otimizacdo. A seqiéncia da otimizacdo ocorre pela utilizagdo de
planejamentos fatoriais completos e delineamentos compostos centrais rotacionais
(RAJENDRAM et al., 2008). Desta forma, objetivou-se selecionar as variaveis significativas
sobre a produgéo de lipases via fermentacdo submersa e otimizar a produgéo através do

uso de planejamentos experimentais seqlenciais.

4.4.4. MATERIAL E METODOS

4.4.4.1. Microrganismos e preparo do inéculo

Os fungos utilizados neste trabalho, pertencentes aos géneros Trichoderma (E-19) e
Aspergillus (O-8), foram isolados de efluente de laticinios e solo contaminado com 6leo
diesel (COLLA et al., 2009) e selecionados previamente como bons produtores de lipases
através de fermentagcao submersa.

Os microrganismos foram mantidos em tubos de ensaio com ABD (agar- batata-
dextrose) a 4°C. O preparo do inéculo foi realizado através da inoculagcao dos fungos em
placas de Petri contendo 30 mL de meio ABD solidificado e incubagao a 30°C por 5 dias.

4.4.4.2. Meio de cultivo e aparato experimental

O meio de cultivo foi preparado utilizando-se 10% (m/v) de farelo (trigo ou soja), o
qual foi submetido a cozimento a 100°C durante 30 min em 50% do volume total de agua
destilada. Apds, o meio foi filtrado e o extrato soluvel adicionado de 10% (v/v) de solugéo
salina, fonte de nitrogénio e indutor conforme o planejamento experimental. A solugéo salina
continha KH,PO, -2 g L™; MgSO, — 1 g L e solugéo traco — 10 mL L. A composicdo da
solugédo trago foi FeSO,.7H.O — 0,63 mg; MnSO, — 0,01mg; ZnSO, — 0,62 mg e agua
destilada até o volume de 1 L (BERTOLIN et al., 2001). O meio liquido foi autoclavado e o
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pH do meio ajustado a valores definidos pelo planejamento de experimentos utilizando-se
solugdes de HCI 1,5 M ou NaOH 1 M.

Os experimentos foram realizados em erlenmeiers de 300 mL com 100 mL de meio
inicial. A inoculacao foi realizada utilizando-se areas circulares de 10 e 20 mm de didmetro
do crescimento fungico realizado em placas de Petri para o preparo do in6culo. Os
erlenmeiers contendo o meio de cultivo inoculado foram incubados a 30°C durante 10 dias
em agitador orbital, com nivel de agitacdo previsto pelo planejamento experimental, sendo
retiradas aliquotas a cada 24 h para a determinacao da atividade lipolitica.

4.4.4.3. Planejamento Experimental

A otimizagao da produgéo de lipases através de fermentagdo submersa foi realizada
utilizando-se trés planejamentos experimentais sequenciais. A primeira etapa objetivou
avaliar a influéncia de nove variaveis sobre o a produgdo de lipases utilizando-se um
Planejamento Plackett-Burman com 16 experimentos (Experimentos 1 a 16). As variaveis
estudadas foram o tipo de farelo utilizado como fonte de carbono (farelo de trigo ou farelo de
soja), a fonte de nitrogénio (nitrato de sodio ou extrato de levedura), a concentragao da fonte
de nitrogénio (10 ou 30 g L), o indutor (6leo de soja ou azeite de oliva), a concentragéo do
indutor (10 ou 30 g L"), o pH do meio de cultivo (5 ou 7), o fungo (E-19 ou O-8), a
concentracao de inoculo (crescimento fungico correspondente a 10 ou 20 mm de diametro)
e a agitacdo (120 ou 160 min™). A seguir, um Planejamento Fatorial Completo (PFC) 2°
(Experimentos 17 a 24) foi realizado com o objetivo de estudar a influéncia da concentragao
de extrato de levedura (CEL), da concentragdo de 6leo de soja (COS) e do pH, sobre a
atividade lipolitica. Posteriormente, as variaveis pH e concentragdo de extrato de levedura
foram otimizadas utilizando um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)
composto por 4 pontos fatoriais, 4 pontos axiais e 3 pontos centrais, totalizando 11
experimentos (Experimentos 25 a 35). Todos os experimentos foram realizados em
duplicata. A atividade lipolitica foi utilizada como resposta nos trés planejamentos
experimentais. As matrizes de experimentos dos Planejamentos Plackett-Burman, PFC 2° e
DCCR estao apresentadas nas Tabelas 1, 2 e 3, respectivamente.

4.44.4. Determinacao da atividade lipolitica
As amostras foram filtradas em algodao para a remogao das hifas e os filtrados

utilizados para a determinacao da atividade lipolitica. A atividade enzimatica foi determinada
através do método padronizado por Burkert et al. (2004), o qual se baseia na titulagcdo com



107

NaOH dos acidos graxos liberados pela acdo da enzima lipase presente no extrato
enzimatico sobre os triacilglicer6is do azeite de oliva emulsionados em goma arabica.

Uma unidade de atividade lipolitica foi definida como a quantidade de enzima que
libera 1 pme de acido graxo por minuto por mL de extrato enzimatico (1U = 1 pme min™ mL™),
nas condi¢cdes do ensaio.

4.4.4.5. Tratamento dos dados

Os resultados de atividade lipolitica ao longo do tempo foram subtraidos dos valores
de atividade lipolitica do tempo inicial. As atividades lipoliticas maximas foram analisadas
estatisticamente através de analise de variancia (ANOVA) e calculados os efeitos estimados
das variaveis e os coeficientes de regressdo dos modelos gerados.

4.4.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta as atividades lipoliticas maximas obtidas nos experimentos do
Planejamento Plackett-Burman, realizado a fim de se determinar, dentre as variaveis
estudadas, quais apresentavam influéncia significativa sobre a produgdo de lipases via
fermentagdo submersa, sendo estas atividades maximas obtidas entre o terceiro e quarto
dias de cultivo. As maiores atividades lipoliticas foram obtidas nos experimentos 3, 8, 11 e
15, todos realizados com extrato de levedura como fonte de nitrogénio. Quanto ao tipo de
farelo utilizado como fonte de carbono, os experimentos 3, 11 e 15 foram realizados com
farelo de trigo e o experimento 8 com farelo de soja. Nos experimentos 3 e 11 utilizou-se
como indutor o azeite de oliva e nos experimentos 8 e 15 o indutor foi o éleo de soja. O pH
7,0 foi utilizado nos experimentos 3, 8 e 11 e o pH 5,0 no experimento 15. O fungo E-19
(Trichoderma) foi utilizado no experimento 3 e nos experimentos 4, 11 e 15 foi utilizado o
fungo O-8 (Aspergillus). Quanto a agitacdo, os experimentos 3 e 8 foram realizados com
agitacdo de 120 min” e os experimentos 11 e 15 com agitacdo de 160 min™.

A analise de variancia dos resultados do planejamento Plackett Burman indicou que
as variaveis tipo de farelo (TF), indutor (l), diametro de inéculo (Dl) e agitagdo nao
apresentaram influéncia significativa (p>0,10) sobre a producdo de lipases através de
fermentag@o submersa nas condigbes testadas, sendo estas variaveis fixadas nas proximas
etapas da otimizacgao.

O farelo de trigo foi utilizado na seqiiéncia da otimizagao estatistica da producao de
lipases em fermentacao submersa, uma vez que proporcionou condigdes mais homogéneas
do meio de cultivo apés a cocgédo. PINTO et al. (2007), citam que residuos agroindustriais
podem ser valorizados e aproveitados em processos fermentativos. A vantagem de nao
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haver diferenca entre os tipos de farelos a serem usados é a oportunidade de escolher qual

usar de acordo com as condi¢ées do mercado, como preco, transporte e disponibilidade do

produto.

Tabela 1 Niveis codificados e reais das variaveis utilizadas no planejamento Plackett

Burman e atividades lipoliticas relativas maximas (U) obtidas nos experimentos realizados

em fermentagdo submersa

Exp. X X X3 ) & Xs Xs X7 X ALgn

(F) (FN) (1 (CFN)  (Cl) (pH) (Fungo) (A) (V)
1 1 (FT) -1(NS) -1 (AO) -1(10) +1(30) +1 (7) +1 (E- 1(160) 1,74%0,16
2 +1(FS) -1(NS) -1 (AO) -1(10) -1(10) -1(5) -1(O- 1 (160) 0,31+0,13
3 -1(FT) +1(EL) -1 (AO) -1(10) -1(10) +1 (7) +1 (E- 1 (120) 2,03+0,28
4 +1(FS) +1 (EL) -1 (AO) -1(10) +1(30) -1(5) -1 (O- 1(120) 1,50+0,12
5 -1 (FT) -1(NS) +1 (0S) -1(10) +1(30) -1(5) +1 (E- 1 (160) 0,19+0,07
6 +1(FS) -1(NS) +1 (0S) -1(10) -1(10) +1(7) -1 (O- 1 (160) 1,2120,25
7 -1(FT) +1(EL) +1 (OS) -1(10) -1(10) -1(5) +1 (E- 1 (120) 0,84+0,44
8 +1(FS) +1 (EL) +1 (0S) -1(10) +1(30) +1 (7) -1 (O- 1 (120) 2,93+0,88
9 -1(FT) -1(NS) -1 (AO) +1(30) +1(30) +1(7) -1 (O- 1(120) 1,62+0,18
10 +1(FS) -1 (NS) -1 (AO) +1(30) -1(10) -1(5) +1 (E- 1(120) 1,36+0,02
11 -1 (FT) +1(EL) -1 (AO) +1(30) -1(10) +1(7) -1 (O- 1 (160) 4,08+0,08
12 41 (FS) +1 (EL) -1 (AO) +1(30) +1(30) -1 (5) +1 (E- 1 (160) 0,86+0,01
13 -1 (FT) -1(NS) +1(0S) +1(30) +1(30) -1(5) -1(O- 1 (120) 0,37+0,24
14 41 (FS) -1 (NS) +1 (0S) +1(30) -1(10) +1(7) +1 (E- 1(120) 1,39+0,06
15 -1 (FT) +1 (EL) +1 (OS) +1(30) -1(10) -1(5) -1 (O- 1 (160) 3,51+0,54
16 +1 (FS) +1 (EL) +1 (OS) +1 (30) +1(30) +1 (7) +1 (E-19) (160) 1,68+1,00

F: farelo; FT: farelo de trigo; FS: farelo de soja; FN: fonte de nitrogénio; NS: nitrato de sédio; EL: extrato de

levedura; CFN: concentragao da fonte de nitrogénio (g L™); I: indutor; Cl: concentragdo do indutor (g L™"); OS:

6leo de soja; AO: azeite de oliva; DI: diametro de inéculo (cm); A: agitacdo (min™'); ALgu: atividade lipolitica

residual maxima. * Resultados de média + desvio padrao

O dleo de soja foi escolhido como indutor na seqiiéncia da otimizacado, uma vez que

este apresenta menor custo que o azeite de oliva. Este resultado foi semelhante ao obtido

por Burkert et al. (2004), que avaliaram a influéncia do tipo de 6leo (azeite de oliva e o 6leo

de soja) na producao de lipases por Geotrichum sp. e nao obtiveram diferenca significativa

entre os resultados utilizando 1% dos indutores.

Teng e Xu (2008) estudaram a influéncia de variaveis sobre a produgéo de lipases. A

agitacao e a concentracao inicial de inéculo foram variaveis significativas, apresentando
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influéncia sobre a morfologia dos micélios. A formagao de grupos de hifas enovelados
(clumps) foi observada em agitacdes de 200 min™, sendo este tipo de morfologia identificado
como importante para a sintese de lipases. Em agitagdes inferiores a 150 min™, micélios
dispersos foram obtidos. As elevadas concentragdes iniciais de indculo levaram a formagéao
de micélios dispersos, o que foi um fator que diminuiu a sintese de lipases por Candida
cylindracea. Estes resultados foram contraditérios aos obtidos por Haack et al. (2006), que
relatam que a presenca de hifas dispersas, ao invés de clumps ou pellets, facilita a sintese
de lipases por cepas de fungos filamentosos, uma vez que as outras forma morfolégicas
ocasionam problemas de difusdo do substrato e produto. Por outro lado, a presenga de hifas
dispersas ocasiona o aumento da viscosidade do meio, diminuindo a transferéncia de
oxigénio. Em nosso trabalho, verificou-se o aumento da viscosidade dos meios durante o
processo fermentativo, caracterizando a presenga de hifas dispersas, sendo a produgéo de
lipases ndo afetada pela agitacdo ou pela concentragao inicial de inéculo. Desta forma, nos
experimentos posteriores, a inoculagao foi realizada utilizando-se 20 mm de didmetro do
crescimento flingico apds o preparo do indculo e agitagéo de 120 min™.

As variaveis fonte de nitrogénio (FN) e fungo foram significativas (p<0,001 e
p=0,012), tendo apresentado efeitos de 1,15 e -0,68 U, respectivamente. Desta forma, o
extrato de levedura (fonte de nitrogénio utilizada no nivel superior) e o fungo O-8 (fungo
correspondente ao nivel inferior) foram utilizados na continuidade dos experimentos.

As variaveis quantitativas concentracao da fonte de nitrogénio (CFN), concentracao
de éleo de soja (COS) e pH, que apresentaram influéncia significativa sobre a producao de
lipases a um nivel de significaAncia de 10%, foram estudadas através de um Planejamento
Fatorial Completo 23, cujos resultados encontram-se apresentados na Tabela 2.

A maior atividade lipolitica maxima no PFC 2° (2,00 U) foi obtida no experimento 22,
realizado com 30 g L™ de extrato de levedura, 10 g L™ de 6leo de soja e pH 7. Comparando-
se as atividades lipoliticas méximas obtidas nos niveis inferiores e superiores da
concentracdo de extrato de levedura, verifica-se que o aumento da concentracdo de 10 g L™
para 30 g L ocasionou aumento nas atividades lipoliticas. Em relagdo & concentracdo de
6leo de soja, 0 aumento da concentracdo de 10 g L™ para 30 g L™ ocasionou a diminuigao
da atividade lipolitica na comparagdao dos experimentos 17 e 19, e 22 e 24; e aumento
quando se compara os experimentos 18 e 20, e 21 e 23. Avaliando-se o efeito do pH, os
melhores resultados foram obtidos em pH 7,0.

As variaveis concentracdo de extrato de levedura (CEL) e pH foram significativas
sobre a atividade lipolitica segundo a analise de varidncia dos resultados, com niveis de
significancia (p) inferiores a 0,001 para ambas variaveis, que apresentaram efeitos positivos
de 0,71 e 0,64 U, respectivamente, o que significa que os maiores incrementos nas
atividades lipoliticas foram obtidos utilizando-se os niveis superiores destas variaveis, ou
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seja, 30 g/L de extrato de levedura e pH 7,0. A concentragdo de 6leo de soja e as interagbes
entre as variaveis nao apresentaram efeito significativo sobre a variavel resposta (p<0,05).

Tabela 2 Niveis codificados e reais do Planejamento Fatorial Completo 2° e resultados de
Atividade Lipolitica Maxima (U) obtidos atravpes de fermentagcao submersa

Exp. X;(CEL—gL') X,(COS—gL")  Xs(pH) * ALgm (U)

17 -1(10) -1 (10) -1 (5,0) 0,23 +0,13
18 +1 (30) -1 (10) -1 (5,0) 0,89 + 0,01
19 -1 (10) +1 (30) -1 (5,0) 0,00 £ 0,00
20 +1 (30) +1 (30) -1 (5,0) 0,95 + 0,14
21 -1 (10) -1 (10) +1(7,0) 0,84 + 0,01
22 +1 (30) -1 (10) +1(7,0) 2,00 + 0,48
23 -1 (10) +1 (30) +1(7,0) 0,85 + 0,08
24 +1 (30) +1 (30) +1(7,0) 0,95 + 0,06

CEL: concentragéo de extrato de levedura (g/L); COS: concentragdo de 6leo de soja (g/L). Variaveis fixas: farelo
de trigo, fungo O-8, Diametro de indculo de 2 cm e agitagdo de 120 min™'. *ALgy: atividade lipolitica residual

maxima, resultados de média + desvio padrao

O modelo matematico da atividade lipolitica maxima apresentou R? de 0,714 e
Rza,-ustado de 0,669, sendo apresentado na Equacdo 1 (X;=Concentracdo de extrato de
levedura; Xs=pH). O valor F para a regresséao foi 16,22 e 0 Fqqico fOi 3,80, indicando que a
maior parte da variabilidade do modelo foi causada pela regressdo, sendo o modelo
matematico validado estatisticamente. A Figura 1(a) apresenta a superficie de resposta da
atividade lipolitica maxima em fung&o do pH e da concentragéo de extrato de levedura.

AL =0,839+0,357.X, +0,320.X, (1)

maxima

As variaveis pH e concentracdo de extrato de levedura, significativas no PFC 2°
foram otimizadas através de um Delineamento Composto Central Rotacional de duas
variaveis, sendo a matriz de planejamento e os resultados de atividade lipolitica maxima
apresentados na Tabela 3. Como os efeitos destas variaveis foram positivos no PFC 2°, os
niveis destas variaveis foram aumentados para a realizagdo do DCCR. As maiores
atividades lipoliticas nos experimentos do DCCR foram obtidas no tempo de 4 dias de
fermentagéo, sendo estes resultados utilizados para a andlise de variancia. Os resultados de
atividade lipolitica no tempo de 4 dias de fermentacdo foram diminuidos dos valores de
atividade lipolitica do tempo inicial.
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Tabela 3 Valores codificados e reais das variaveis pH e concentragéo de extrato de levedura
(CEL), utilizadas no Delineamento Composto Central Rotacional para a otimizacao da
producéo de lipases por Aspergillus sp (O-8) através de fermentagdo submersa

Exp. X; (pH) X»(CEL-g L™) ALgu (U)*
25 -1 (6,0 -1 (20) 1,87+0,12
26 +1(8,0) -1 (20) 2,20 + 0,10
27 -1 (6,0) +1 (40) 2,98 + 0,05
28 +1(8,0) +1 (40) 2,92 +0,12
29 - 0. (5,5) 0 (30) 1,67 £0,10
30 +a. (8,5) 0 (30) 2,11 0,07
31 0 (7,0) - 0. (15,9) 1,96 + 0,02
32 0 (7,0) +a (44,1) 2,98 + 0,05
33 0 (7,0) 0 (30) 2,75 + 0,02
34 0 (7,0) 0 (30) 2,93+ 0,10
35 0 (7,0) 0 (30) 3,04 + 0,02

o=1,414; CEL: concentragédo de extrato de levedura. Variaveis fixas: concentragdo de 6leo de soja:1%;
agitagao:120 min'1; DI: 2 cm; Fungo: O-8; Farelo: trigo; *ALgwm: atividade lipolitica residual méaxima, resultados de

média + desvio padrao

A andlise de variancia dos resultados de atividade lipolitica maxima, apresentada na
Tabela 4, demonstrou que o valor Fgacuiago Para a regressao foi 33,08 enquanto o valor de
Fertico (P:0,05; graus de liberdade da regressao:4; graus de liberdade dos residuos:17) foi
2,96, validando a superficie de resposta obtida (Figura 1b). O modelo matematico gerado
encontra-se apresentado na Equagéo 2, tendo apresentado coeficiente de determinagéo
(R?) de 0,89 e coeficiente de determinagéo ajustado de (R%justaco) 0,86.

As variaveis pH e concentragdo de extrato de levedura apresentaram efeitos lineares
e quadraticos significativos (Tabela 5) Os efeitos lineares de ambas varidveis foram
positivos, sendo o maior efeito causado pela concentracao de extrato de levedura (0,838 U).
Os efeitos quadraticos de ambas variaveis foram negativos, indicando a presenga de pontos
de maxima atividade para ambas variaveis, conforme a superficie de resposta apresentada
na Figura 1(b).

AL ysima = 2922 +0,113. pH—-0,433.pH? +0,419.CEL - 0,139.CEL? @)
Os niveis 6timos de pH e da concentragcdo de extrato de levedura para obtencédo da

maxima atividade lipolitica foram obtidos realizado igualando-se a primeira derivada da
atividade lipolitica em funcao do pH e CEL a zero. As maximas atividades lipoliticas foram
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obtidas no nivel +0,154 para o pH e +1,507 para a CEL, correspondendo ao pH de 7,15 e
concentracéo de extrato de levedura de 45g L™.

Tabela 4 Andlise de variancia dos resultados de atividade lipolitica maxima dos
experimentos do DCCR

sSQ GL (n-1) QM Feaiculado  Feritico
Regressao 5,137 4 1,284 33,077 2,965
Residuos 0,660 17 0,039
SQT 5,797 21

SQ: soma dos quadrados, GL: graus de liberdade, QM: quadrado médio, SQT: soma dos quadrados totais. O

efeito da interagdo, n&o significativo, foi ignorado na realizagao da analise de variancia

Tabela 5 Efeitos estimados das variaveis utilizadas no DCCR e niveis de significancia

Efeito estimado t(16) p
Média. 2,922 38,204  <0,001
X1 (L) 0,225 2,404 0,035
X1 (Q) -0,867 -7,775  <0,001
Xz (L) 0,838 8,947  <0,001
Xz (Q) -0,278 0,029

X1: pH; Xz: concentragéo de extrato de levedura; L: efeito linear; Q: efeito quadratico; p (nivel de significancia)
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Figura 1 Superficies de resposta da atividade lipolitica residual maxima (ALgu) em fungéo do
pH e da concentracao de extrato de levedura (CEL) para a produgéao de lipases através de
fermentacdo submersa segundo experimentos do PFC 23 (a) e DCCR (b)
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Varios estudos demonstram a importancia da fonte de nitrogénio na produgéo de
lipases. Sharma et al. (2001) revisaram as condicdes de cultivo para a obtencdo de
maximas atividades lipoliticas por fungos e relatam a utilizagdo de inumeras fontes de
nitrogénio, tais como o extrato de levedura, peptonas, extrato de soja, cloreto de aménio,
aminodcidos, entre outras.

As fontes de nitrogénio organicas tém sido utilizadas para a producéao de lipases por
fungos, como relatado por diversos autores. A peptona foi utilizada por Kaushik et al. (2006)
para a producéo de lipases em fermentagao submersa por Aspergillus carneus, por Teng e
Xu (2008) e Wang et al. (2008), utilizando Rhizopus chinensis. O extrato de levedura e a
peptona em combinacao foram utilizados Mahadik et al. (2004), para a producao de lipases
por A. niger. Miranda et al. (1999) avaliaram a producao de lipases utilizando residuos de
Oleos de refinarias na presenga de fontes de nitrogénio como o sulfato de aménio, a uréia e
o cloreto de aménio, sendo os melhores resultados obtidos com o cloreto de amdnio. Lin et
al (2006) utilizaram fontes de nitrogénio organicas e inorganicas para a producao de lipases
por Antrodia cinnamomea, incluindo sais de aménio e nitratos, proteinas, peptidios e
aminoacidos, sendo as maiores atividades obtidas com nitratos de sédio e potassio, cloreto
de amoénio e asparagina. Em nosso trabalho, o extrato de levedura apresentou maiores
atividades lipoliticas quando comparado com o nitrato de sodio. O extrato de levedura pode
ter apresentado melhores resultados que o nitrato de sodio pelo fato de incluir no meio de
cultivo outros componentes, como o esqueleto carbbnico e vitaminas, provenientes das
células de leveduras.

O pH tem sido considerado uma variavel importante na producao de lipases por
fermentagdo submersa por varios autores. Muralidhar et al. (2001) utilizaram pH inicial de
6,5 no cultivo de Candida cylindracea. Teng e Xu (2008) estudaram o efeito do pH na
producéo de lipases por Rhyzopus chinensis, sendo o pH inicial do meio variado de 5a 7 e
os melhores resultados obtidos em pH 5,5. No presente trabalho, o pH apresentou-se como
uma variavel importante para a producao de lipases, sendo o valor étimo em torno de 7,0, o
que estd de acordo com Gopinath et al. (2003), que estudaram pHs de 4, 7 e 10 na
producgao de lipases por Geotrichum candidum. Dentre os fatores estudados por Wang et al.
(2008) para a produgao de lipases por Rhizopus chinensis, o pH foi o que menos afetou a
produgéo.

Avaliando-se os valores de atividade lipolitica obtidos ao longo dos planejamentos
experimentais verifica-se que o fungo O-8 apresentou atividades lipoliticas maximas de 4 U
no planejamento Plackett-Burman e de 2 U no Planejamento Fatorial Completo 23, o que
pode ser atribuido a uma perda da capacidade do fungo de produgédo de lipases, que
segundo Makhsumkhanov et al. (2003) pode estar relacionada a deplecao dos meios de

manutenc¢do durante o armazenamento. Ainda, pode haver o acumulo de certos metabdlitos,
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0s quais diminuem a produtividade da cultura. A perda de capacidade do fungo durante os
periodos de manutengado pode ser resolvida através da utilizacdo de meios de reativacao,
contendo como unica fonte de carbono assimilavel os éleos vegetais (MAKHSUMKHANOV
et al., 2003). Entretanto, a maxima atividade lipolitica obtida no DCCR foi de 3,04 U,
enquanto que o valor predito pelo modelo estatistico para a maxima atividade lipolitica do
fungo O-8 é de 3,24 U. Em experimentos realizados previamente para a selecao de fungos
produtores de lipases via fermentagcdo submersa, o fungo Aspergillus O-8 apresentou
atividade lipolitica em torno de 2 U para 4 dias de cultivo, sendo que a atividade lipolitica no
tempo inicial correpondia a 1 U, significando que houve a producdo de 1 U de enzima
durante este tempo. Comparando-se com o valor de atividade lipolitica obtido apo6s a
otimizacdo, verifica-se um incremento, o que significa que a otimizacdo das variaveis foi

realizada com sucesso.

4.4.6. CONCLUSAO

A otimizagédo da produgéo de lipases em fermentacdo submersa foi possivel através
de técnicas sequenciais de planejamento experimental. As condi¢cdes otimizadas foram
obtidas utilizando-se o fungo Aspergillus (O-8), 100 g.L" de farelo de trigo como principal
componente do meio de cultivo, 45 g L de extrato de levedura como fonte de nitrogénio, 20
g L' de 6leo de soja como indutor e pH 7,15. A otimizagéo das variaveis pH e concentragéo
de extrato de levedura através do delineamento composto central rotacional levou a
obtencdo de um modelo matematico com coeficiente de correlagdo de 94,12% com os
dados experimentais.
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4.5. CARACTERIZACAO PARCIAL DA LIPASE PRODUZIDA POR Aspergillus sp O-4
VIA FERMENTAGCAO EM ESTADO SOLIDO

4.5.1. RESUMO

As lipases sdo enzimas capazes de catalisar uma grande gama de reagdes de interesse
para as industrias alimenticia, farmacéutica, quimica, entre outras. Esta versatilidade se
deve também as diversas possibilidades de especificidade quanto ao substrato que as
lipases de diferentes fontes apresentam. As lipases produzidas por microrganismos através
de técnicas biotecnologicas apresentam comportamentos especificos os quais dependem do
microrganismo produtor, do modo e meios de cultivo utilizados, havendo a necessidade de
caracterizar estas enzimas, em especial com relacdo aos otimos de atuacao e estabilidade a
temperatura e pH. Objetivou-se caracterizar as lipases produzidas pelo fungo Aspergillus sp
(cepa O-4), isolado de solo contaminado com dleo diesel, via fermentacdo em estado sdlido.
A lipase foi produzida utilizando-se farelo de soja, pH 4,0, umidade de 60% e adi¢cdo de 2%
das fontes de nitrogénio (nitrato de sddio) e indutor (azeite de oliva). As enzimas foram
extraidas e conduzidos os testes para a determinacdo do pH e temperatura otimos para a
obtengdo da maior atividade enzimatica, utilizando-se um Planejamento Fatorial Completo
3, sendo testadas combinagbes dos pHs e temperaturas de 5 a 7 e 30 a 40°C,
respectivamente. A estabilidade térmica e ao pH foi determinada. O pH e temperaturas
otimos da enzima foram pH 6,0 e temperatura de 35C. A enzima apresentou estabilidade
moderada a temperatura, mantendo 63,6 e 26,8% de atividade residual apés 1 h de
exposicao a 50 e 60°C, respectivamente). A energia de desativacdo das lipases foi de 60,33
KJ mol’.

Palavras-chave: Aspergillus, fermentacdo em estado soélido, estabilidade, lipases, pH e

temperatura.
4.5.2. ABSTRACT

Lipases are enzymes which catalyse a great variety of reactions of interest to many sectors,
as food, pharmaceutical and chemical industries, among others. Microbial lipases produced
by biotechnological techniques can present differences that could depend of microorganism
strain, medium and cultivativon process. Because of that, it is necessary to characterize
these enzymes, especially in relation to the optimal pH and temperature activities and
stability. The aim of this work was to do the partial characterization of the lipases produced
by a strain of Aspergillus sp (denominated O-4) in solid-state fermentation, which was
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isolated from a soil contaminated with diesel oil. Lipases were produced in erlenmeyer flasks
using soy bran, pH 4.0, humidity of 60%, 30°C, 2% of sodium nitrate and olive oil as sources
of nitrogen and inductor, respectively. The enzymes were extracted and the optimal pH and
temperature to the maximal activity determined using a 3 Factorial Design, being tested
pH’s and temperatures from 5 to 7 and 30 from 40°C, respectivelly. The thermal and pH
stability was also acomplished. The optimal activities of lipases produced were obtained with
pH 6.0 and temperature of 35 C. Lipases presented moderated stability to the temperature,
manteining 63.6 and 26.8% of activity after one hour of exposition to 50 and 60°C,
respectively, being the desactivation energy of 60.33 KJ mol’. The pH stability was higher in
alkaline pH's, with residual activities higher than 60%.

Key words: Aspergillus, FES, lipase, optimal pH and temperature, stability
4.5.3. INTRODUCAO

As lipases (triacilglicerol-acil-hidrolases E.C.3.1.1.3.) sd@o enzimas capazes de
hidrolizar ligacbes éster de substratos insoluveis em agua na interface entre o substrato e a
agua, que catalisam a hidrélise total ou parcial de triacilglicerol (TAG) fornecendo
diacilglicerol (DAG), monoacilglicerol (MAG), glicerol e &cidos graxos livres (SHARMA et al.,
2001). As principais aplicagdes das lipases encontram-se nas industrias de detergentes
(SAISUBRAMANIAN et al., 2006), médica (HASAN et al., 2006) e alimenticia (SHARMA et
al., 2001), como por exemplo na maturacao de queijos (DUPUIS et al., 1993), na sintese de
aromas (SALAH et al., 2007), na producéo de lipidios com elevados teores de acidos graxos
insaturados (RESHMA et al., 2008, WANG et al., 2007) e na produgédo de metil-ésteres de
acidos graxos (biodiesel) (PARK et al, 2006).

As lipases obtidas de diferentes microrganismos podem apresentar diferentes
propriedades (MALDONADO, 2006). A fim de definir suas aplicagbes industriais, torna-se
necessario a sua caracterizagéo, em especial com relacao a sua estabilidade a temperatura
e pH (IYER e ANANTHANARAYAN, 2008).

A atividade o6tima da enzima depende da integridade de sua estrutura primaria,
assim, condigdes que afetem a conformagédo, como o pH, a temperatura, agentes quimicos,
autdlise (proteases) e forga ibnica afetam a maéaxima atividade da enzima (IYER e
ANANTHANARAYAN, 2008). Dada a importancia da caracterizagdo de novas enzimas a fim
de definir a sua utilizagdo, objetivou-se caracterizar as lipases obtidas por uma cepa de
Aspergillus sp. (O-4), isolada de solo contaminado com 6leo diesel quanto aos 6timos de
temperatura e pH e determinar a estabilidade da enzima a estes fatores.
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4.5.4. MATERIAL E METODOS

4.5.4.1. Producao da enzima

O fungo filamentoso Aspergillus sp. (cepa O-4), foi isolado de solo contaminado por
6leo diesel e selecionado como bom produtor de lipase via fermentagcdo em estado sélido
(COLLA et al., 2009). Apés isolamento, o microrganismo foi mantido em tubos com agar-
batata-dextrose (ABD) inclinado sob refrigeracdo a 4°C, sendo realizadas repicagens
periédicas a cada 3 meses. O preparo do inéculo foi realizado através da inoculagcdo dos
fungos em erlenmeiers de 1 L contendo contendo 30 mL de meio ABD solidificado e
incubagéo a 30°C por 5 dias. Uma suspenséo de esporos foi obtida adicionando-se 20 mL
de uma solu¢do de Tween 0,1% ao inodculo apds a incubagéo, realizando-se a raspagem
dos esporos com auxilio de uma alca de Drigalsky. Os meios foram inoculados com 2.10°
esporos g'.

O meio de cultivo para a fermentagdo em estado sélido foi preparado segundo
condigdes otimizadas previamente, nas quais se utilizou 85,7% de farelo de soja ou trigo, e
14,3% de casca de arroz. O meio foi adicionado de 71% (v/p) de solugao salina (2 g L™ de
KH:.PO,, 1 g L' de MgSO,4 e 10 mL L' de solugéo traco, contendo (mg.L™"): FeSO,.7H,0
(0,63), MnSQ, (0,01), ZnSO, (0,62) (BERTOLIN et al., 2001) e 2% de nitrato de s6dio como
fonte de nitrogénio. O meio de cultivo foi autoclavado a 103 kPa por 20 min, sendo
posteriormente adicionado de 2% de azeite de oliva como indutor da produgéo de lipases. O
pH do meio foi corrigido a 4,5 a partir da adicdo de uma solucédo 1,5 M de H.SO, e a
umidade foi ajustada até 60% pela adicdo de agua destilada estéril.

As fermentagdes foram realizadas em erlenmeiers de 300 mL contendo 50 g de
meio, 0s quais, apds inoculagdo, foram incubados a 30°C por 96 h. Os farelos fermentados
foram mantidos a -20°C até a utilizacao.

4.5.4.2. Extracao da lipase

A extracao da lipase do meio sélido fermentado foi realizada adicionando-se 10 mL
de solugdo tampéo com pH estabelecido pelo delineamento experimental a 1 g de meio
fermentado, seguido de agitacdo de 160 min™ por 30 min a 37°C. O extrato obtido foi filtrado

em algodao e utilizado como extrato enzimatico nas rea¢oes posteriores.
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4.5.4.3. Efeito do pH e temperatura na atividade enzimatica

O pH e temperatura 6timos das lipases foram determinados utilizando-se um
Planejamento Fatorial Completo 3% (Tabela 1). Os niveis das variaveis foram 5 a 7 para o pH
e 30 a 40°C para a temperatura. Todos os experimentos foram realizados em tréplicas. Os
ensaios em pH 5 foram realizados utilizando-se tampéao acetato (0,2 M). Os ensaios em pHs
6 e 7 foram realizados utilizando-se o tampao fosfato (0,2 M).

A atividade enzimatica foi determinada através do método padronizado por Burkert et
al. (2004). O método baseia-se na titulagdo com NaOH dos acidos graxos liberados pela
acao da enzima lipase presente no extrato enzimatico sobre os triacilgliceréis do azeite de
oliva emulsionados em goma arabica. Em frascos de 250 mL adicionou-se 2 mL de tampé&o
fosfato 0,2 M com pH pré-estabelecido no planejamento experimental, 5 mL de emulsédo
preparada com 75 mL de goma arabica a 7% e 25 mL de azeite de oliva. A este sistema
adicionou-se 1 mL de extrato enzimatico e incubou-se nas temperaturas previstas pelo
planejamento experimental durante 30 min. Apds a incubagéo, a reacao foi paralisada pela
adicdo de 15 mL de solugcdo acetona:etanol:dgua (1:1:1) e titulou-se os &cido graxos
liberados com uma solucao de NaOH 0,01 M utilizando fenolftaleina como indicador.

Uma unidade de atividade de lipase foi definida como a quantidade de enzima que
libera 1 pme de acido graxo por minuto por grama de meio fermentado (1U = 1 ppne min™ g™),
nas condi¢cdes do ensaio.

4.5.4.4. Estabilidade térmica da lipase

A estabilidade a temperatura foi determinada através da incubacado de enzima em
temperaturas de 35 a 90°C. A extracdo das enzimas foi realizada utilizando-se tampao
fosfato pH 6,0 (0,2 M). Aliquotas dos extratos enzimaticos foram removidas durante o tempo
de incubacdo para a determinacdo da atividade lipolitica residual, que foi determinada a
35°C. Os experimentos foram realizados em réplica.

Os dados de atividade enzimética em cada temperatura testada (35 °C, 40 °C, 50 °C,
60 °C, 70 °C, 80 °C e 90 °C) foram utilizados para o célculo da atividade lipolitica residual
(AR) ao longo do tempo. A constante de desativagao térmica (kq) em cada temperatura foi
calculada através da regressao linear dos dados de Ln (AR) versus tempo, segundo o
modelo cinético de Arrhenius, considerando-se que a inativagdo da enzima segue uma
cinética de primeira ordem, conforme as Equacdes 1 a 4.

dE] _
ot -

Apos integracao:

—K gt (1)
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Considerando que a concentracdo da enzima ([E]) seja diretamente proporcional a
velocidade da reacdo enzimatica, tem-se que:

[El _ AR 3

[E]; ©)
Obtém-se:

In(AR) = —k4.At (4)

A partir das constantes de desativacdo térmica em cada temperatura, foram obtidos
os tempos de meia vida (i) (Equagdo 5) que corresponde ao tempo necessario, na
temperatura testada, para que seja inativada 50% da concentragdo enzimatica inicial.

0,693
L2 = K (5)
d

A energia de ativacao (Ea) para a destruicao térmica da enzima foi calculada a partir
da Equacéo 6, sendo o valor de Ea obtido a partir da inclinagdo da reta da regressao de Ln
K versus 1/T.

InK =InA— E2 (6)
RT

Onde:

[E] = concentracao da enzima;

AR = atividade residual da enzima;

t = tempo (min);

kd = constante de desativacao térmica;

A = fator de Arrhenius (depende, dentre outros, da area de contato);
Ea = Energia de ativacao;

R = constante dos gases ideais (8,314 J mol'K™);

T = temperatura absoluta (K).

4.5.4.5. Estabilidade ao pH

A fim de avaliar a estabilidade das enzimas ao pH, as lipases foram extraidas do
meio fermentado utilizando solu¢des tampdes: citrato 0,1 M (pH 3,5), acetato 0,2 M (pHs
4,0; 4,5; 5,0 e 5,5), fosfato 0,2 M (pHs 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 e 8,0) e glicina 0,2 M (pHs 9 e 10).
Os extratos foram mantidos a 25°C durante 24 h e a atividade lipolitica residual determinada
a 35°C e pH 6,0 (tampao fosfato 0,2 M).
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4.5.5. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.5.5.1. Determinacao do pH e temperatura 6timos da lipase

A Tabela 1 apresenta os resultados de atividade lipolitica nas diferentes condi¢coes
de pH e temperatura do Planejamento Fatorial Completo 3°. As maiores atividades
enzimaticas foram obtidas em pH 6,0 e 35°C. Os pHs 5 e 7 apresentaram influéncia negativa
sobre as atividades enzimaticas para qualquer temperatura testada (30, 35 e 40°C). O
mesmo foi observado para 30 e 40°C, mantendo-se constantes os pHs. A Tabela 2
apresenta a anadlise de variancia dos dados de atividade lipolitica dos experimentos do
Planejamento Fatorial Completo 3% O valor de Feacuad, 11,44 vezes superior ao Fiapelado,
bem como os valores de R® (0,884) e R® ajustado (0,857), validam o modelo matematico
obtido (TENG e XU, 2008; KAUSHIK et al., 2006), o qual é apresentado na Equagéao 7.

Tabela 1 Variaveis reais e codificadas da Matriz do Planejamento Fatorial Completo 3°
utilizado para a verificagao da influéncia do pH e temperatura sobre a atividade lipolitica das
lipases produzidas via fermentacao em estado sélido através do Aspergillus sp O-4 e
resultados de atividade lipolitica

Experimento pH (X;) Temperatura (2C) (X>) Atividade Lipolitica (U)*

1 5(-1) 30 (-1) 12,20 + 0,96
2 6 (0) 30 (-1) 40,62 + 1,90
3 7 (+1) 30 (-1) 15,49 + 1,92
4 5(-1) 35 (0) 34,14 + 2,52
5 6 (0) 35 (0) 42,82 + 1,65
6 7 (+1) 35 (0) 35,41 +1,92
7 5(-1) 40 (+1) 10,53 £ 0,96
8 6 (0) 40 (+1) 34,58 + 1,65
9 7 (+1) 40 (+1) 22,13 £ 0,96
* Resultados de média * desvio-padrao

AL =492+27.X,-17,7.X.2 -149.X,° 7)

Os efeitos linear e quadratico da variavel pH foram significativos (p=0,02 e p<0,01,
respectivamente) e positivos sobre a atividade lipolitica, de 5,4 e -35,4 U, respectivamente.
Por outro lado, somente o efeito quadratico da temperatura (-29,7 U) apresentou influéncia
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significativa (<0,01) sobre a atividade lipolitica. O calculo do pH e temperatura 6timos para
obtencdo da maxima atividade lipolitica foi realizado igualando-se a primeira derivada da
atividade lipolitica em fungéo do pH e temperatura a zero. As maximas atividades lipoliticas
foram obtidas no nivel +0,076 para o pH e zero (0) para a temperatura, correspondendo ao

pH de 6,0 e 35°C, o que também pode ser visualizado através da superficie de resposta
apresentada na Figura 1.

Tabela 2 Anadlise de variancia dos dados de atividade lipolitica em fungéo do pH e
temperatura, obtidos no Planejamento Fatorial Completo 3?

Fonte de Somados Grausde Quadrado

variacdo Quadrados liberdade  Médio caaiado  Frabaado
Regressdo  3386,2 5 677,2 32,2 2,8
Residuos 441,0 21 21,0
Total 3827,2 26
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Figura 1 Superficie de resposta da influéncia da temperatura e pH sobre a atividade lipolitica

Os valores de pH e temperatura étimos encontrados neste trabalho para a atividade
das lipases fungicas sao semelhantes a resultados relatados na literatura, que citam que as
atividades maximas de lipases foram obtidas em torno de 35 e 40°C e pHs de 6,0 a 8,0.
Maldonado (2006) obtiveram maximas atividades lipoliticas em pH 7,0 e temperatura de
37°C para a lipase bruta e purificada de Geotrichum candidum. Baron et al. (2005)
verificaram a existéncia de uma faixa de pH (6,0 e 8,0) onde a atividade enzimatica é
maxima, e ainda que a atividade depende ndo somente do valor do pH do meio mas
também do tipo de tampao utilizado. Freire et al. (1997) relataram que o pH e temperatura

otimos para as lipases produzidas por Penicillium sp foram de 7,0 e 37°C. Benjamin e
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Pandey (2000) relataram que as lipases produzidas por Candida rugosa apresentaram
atividade 6tima em pH 7,0 e temperatura de 40°C. Pastore et al. (2003) caracterizaram as
lipases produzidas por Rhizopus sp. e encontraram méaximas atividades em pH 6,0 e 6,5 e
40°C. Ja Diaz et al (2006) caracterizaram as lipases do fungo Rhizopus homothallicus
produzidas em bioprocessos em estado sélido e submerso, obtendo atividade maxima para
as enzimas produzidas em bioprocesso em estado sélido e submerso em pH 7,5 e 30 a
40°C, respectivamente. Pokorny et al (1997) obtiveram maximas atividades das lipases de
Aspergillus niger em pH 7,0 e 40°C.

Santos et al. (2005) e Lotrakul e Dharmsthiti (1997) caracterizaram lipases que
obtiveram maximas atividades em temperaturas superiores as obtidas neste trabalho, de 45
a 50°C para a lipase produzida por Trichosporon spp. em fermentagdo em estado soélido e
45°C para a lipase de Aeromonas sobria isolada do leite cru, respectivamente.

4.5.5.2. Estabilidade Térmica

A Figura 2 apresenta a cinética de destruicdo térmica da enzima entre 35 a 90°C,
verificando-se que a enzima segue o padrédo de destruigcdo térmica predito pelo modelo de
Arrhenius, de primeira ordem.

A Tabela 3 apresenta as constantes de desativacao térmica entre 35 a 90°C, obtidas
a partir dos coeficientes angulares das retas mostradas na Figura 2, bem como os
coeficientes de determinagdo das regressdes e o tempo de meia vida para as enzimas em
cada temperatura. A enzima apresentou maior estabilidade térmica em 35 e 40°C, o que
pode ser observado pelos tempos de meia vida (ty.) elevados, em torno de 6 e 4,3 h,
respectivamente. Acima de 50°C os tempos de meia vida diminuiram consideravelmente,
sendo de 29 min entre 60 e 70°C.

Razak et al. (1997) relatam que lipases fungicas de um modo geral sdo pouco
estaveis acima de 40°C, apresentando estabilidade moderada, ao contrario do que é
observado por lipases obtidas por bactérias como Bacillus (GHANEM et al., 2000;
NAAWANI et al, 1998) e Pseudomonas (KULKARNI e GADRE, 2000), que apresentaram
termoestabilidade acima de 60°C. Entretanto, as lipases produzidas por Rhizopus sp
mantiveram 50% ou mais de sua atividade quando aquecida por 60 min entre 40 e 55 °C
(PASTORE et al., 2003) e as lipases produzidas por Geotrichum-like R59 apresentaram
termoestabilidade, com atividade residual maxima apds incubagdo a 60°C por 1 h
(GINALSKA et al.,, 2004). Segundo Diaz et al (2006) mesmo para lipases idénticas
produzidas por modos de cultivo diferentes (submerso e em estado sélido), pode haver
diferenca na termoestabilidade, ocasionada pela ligacdo de compostos nédo protéicos
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oriundos do meio de cultivo através de ligagbes ndo covalentes as lipases, alterando suas

propriedades fisico-quimicas.

In (AR)

0.00

>0+ o N O

90 120
Tempo (min)

210

Figura 2 Cinética de destruigéo térmica da enzima em temperaturas de 35 a 90°C

AR: atividade enzimatica residual

Tabela 3 Constante de desativacao térmica (kq), coeficientes de correlagéo das regressdes

de In(k) versus tempo e tempos de meia vida (t12) das enzimas em temperaturas de 35 a

90°C
Temperatura (°C) kg (min™) R? t12 (min)
35 0,0019 0,985 364,74
40 0,0027 0,954 256,67
50 0,0100 0,966 69,30
60 0,0234 0,976 29,62
70 0,0233 0,971 29,74
80 0,0516 0,991 13,43
90 0,0630 0,968 11,00

A Figura 3 apresenta o grafico de In (ky) em fungdo da temperatura absoluta (K),

utilizada para o calculo da energia de desativagdo térmica, que foi de 60,33 kJ mol™ para a

enzima estudada. A lipase obtida no presente trabalho apresentou energia de desativagéo
superior as obtidas por Diaz et al (2006) e Lima et al (2005), de 30 e 34,2 kJ mol™, para as
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lipases produzidas por Rhizopus homothallicus e Bacillus megaterium, respectivamente.
Entretanto, apresentou energia de desativacao inferior as obtidas por Maldonado (2006), de
330, 140 e 182 kJ moL™" para as lipases produzidas por Geotrichum candidum em meios
contendo peptona, hidrolisado de levedura e agua de maceragdo de milho clarificada,
respectivamente. A energia de ativagao reflete a dependéncia da constante de desativacao
térmica com relacdo a temperatura (ATKINS e JONES, 2001; FENNEMA, 2000), assim,
quanto maior a constante, maior é a variacao da constante de desativacdo térmica com a

variagao da temperatura.

-2.00 —

Inkd =-7257 *(1/T) + 17.7423
R2=0.944

In kd

-6.00 —

0.0026 0.0028 0.0030 0.0032 0.0034
1/T (K)

Figura 3 Regressao linear das constantes de desativagédo térmica obtidas nas temperaturas
de 35 a 90°C (In dos dados) em funcao do inverso da temperatura absoluta para o céalculo
da energia de desativacao térmica da enzima

4.5.5.3. Estabilidade ao pH

As lipases produzidas via fermentacdao em estado sélido pelo fungo Aspergillus O-4
apresentaram maior estabilidade em pHs superiores a 7,0, como é mostrado na Figura 4,
com atividades residuais superiores a 60%. Em pH’s acidos (4 a 6) a estabilidade da enzima
apos 24 h foi de em torno de 50%. Verificou-se que a enzima apresentou 6timo de atividade
em pH &cido (6,0), enquanto que a maior estabilidade foi observada em pH’s alcalinos. Este
comportamento é similiar ao observado por Mhetras et al. (2009), que relataram que as
lipases produzidas por Aspergillus niger NCIM 1207 apresentaram estabilidade em pH
alcalino (pH’s 8 a 11) embora tenham apresentado atividades 6timas em pH’s &cidos.
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Sharma et al. (2002) relataram que as lipases produzidas por Bacillus sp. RSJ-1
apresentaram 84 e 82% de atividade residual, respectivamente, ap6s 2 hem pH's 8 e 9. As
lipases produzidas por Candida sp 99-125 apresentaram-se estaveis em pH’s de 7,5 a 8,5

durante 15 min (FU et al., 2009).
100 —

90 —|

80 —|

70 —|
60 —|
L
50 —|

40 —

Atividade Lipolitica Residual (%)

30 —

20 T T T T T \

4 5 6 7 8 9 10
pH

Figura 4 Estabilidade ao pH das lipases produzidas pelo fungo Aspergillus sp (cepa O-4) via
fermentacao em estado soélido

4.5.6. CONCLUSAO

As lipases caracterizadas neste trabalho, produzidas a partir do fungo Aspergillus sp.
(O-4) através de fermentacdo em estado solido, apresentaram temperatura e pH 6timos em
torno de 35°C e pH 6,0 e estabilidade a temperatura (63,6 e 26,8% de atividade residual
apos 1 h de exposigao a 50 © e 60°C, respectivamente). A estabilidade ao pH foi superior em
pH’s alcalinos, com atividades residuais superiores a 60%, apds 24 h de exposicao.

Agradecimentos: ao CNPq pelo apoio financeiro.
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4.6. CARACTERIZACAO PARCIAL DA LIPASE PRODUZIDA POR Aspergillus sp O-8
VIA FERMENTAGCAO SUBMERSA

4.6.1. RESUMO

As lipases sdo enzimas que podem ser utilizadas em uma variedade de segmentos
industriais, tais como industrias de alimentos, farmacéutica, de detergentes e oleoquimica,
no tratamento de efluentes, na sintese de surfactantes e na producdo de biodiesel A
producédo biotecnoldgica de enzimas requer a caracterizacdo das mesmas, uma vez que as
condicées de producio influenciam as caracteristicas finais e, portanto, suas aplicagcbes.
Dentre os fatores que influenciam a velocidade de reacdes enzimaticas, estdo o pH e a
temperatura. Objetivou-se caracterizar as lipases obtidas via fermentacdo submersa por
Aspergillus sp (cepa O-8) quanto ao pH e temperatura 6timos para a obtengdo da maxima
atividade enzimatica utilizando um Delineamento Composto Central Rotacional. As
temperaturas foram variadas de 28 a 42°C e o pH de 6,3 a 7,7. As enzimas foram
caracterizadas quanto a estabilidade a temperatura, congelamento e pH. As lipases
apresentaram atividades maximas em temperatura de 37°C e pH 7,2, estabilidade ao
congelamento a -20°C durante 90 dias, estabilidade térmica com manutengdo de 72% de
atividade residual em temperaturas de 70 a 90°C, estabilidade ao pH de 80 e 50% em pHs
de 3,5 a 6,5 e 7 a 10, respectivamente, sendo estas caracteristicas desejaveis para a
aplicagao industrial.

Palavras-chave: Aspergillus, fermentacao submersa, caracterizacao bioquimica, lipases.
4.6.2. ABSTRACT

Lipases are enzymes which present applications in many areas such as food,
pharmaceutical, oleochemical, detergents, in the treatment of effluents, synthesis of
surfactants and in the production of biodiesel. The biotechnological production of lipases
makes important the characterization of these enzymes, because the production conditions
can influence the final characteristics of lipases, affecting their possible applications. Among
the factors that can affect the rate of enzymatic reactions the pH and temperature can be
cited. The aim of this work was to characterize partially the lipases obtained through
sugmerged fermentation by Aspergillus sp - strain O-8 (isolated from a diesel oil
contaminated soil) in relation to the optimal pH and temperature. A Central Composite
Design was used, being tested temperatures from 28 to 42 °C and pH’s from 6.3 to 7.7. The
stability of lipases to temperature, pH and freezing was also determined. Lipases presented
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maximum activities at 37°C and pH 7.2, freezing stability at -20°C during 90 days, 80% of
stability in pH’s from 3.5 to 6.5 and 50% of stability in pH's from 7 to 10. With regard to
temperature stability, the lipases maintened 72% of residual activity in temperatures from 70
to 90°C, being these good characteristics for industrial applications.

Key-words: lipases, submerged fermentation, Aspergillus, biochemical characterization
4.6.3. INTRODUCAO

As lipases constituem um dos mais importantes grupos de enzimas industriais
(GAUR et al.,, 2008), apresentando aplicacbes em diversos segmentos, tais como as
industrias de alimentos, farmacéutica, de detergentes e oleoquimica (HASAN et al., 2006,
SHARMA et al., 2001). Outras aplicagbes incluem o tratamento de efluentes (MENDES e
CASTRO, 2005) a sintese de surfactantes (PAULA et al., 2005) e a produgéo de biodiesel
(PARK et al, 2006, MACEDO e MACEDO, 2004).

Estas enzimas séo classificadas como triacilglicerol-acil-hidrolases (E.C.3.1.1.3.) que
atuam em ligagbes éster do grupo carboxilico. Podem catalisar a hidrdlise de trigliceridios
em digliceridios, monogliceridios e &cidos graxos livres e glicerol, além de reagdes de
esterificagdo, interesterificacdo e transesterificagdo em meios ndo aquosos, acilacao de
mentais e glicéis e sintese de peptidios (CARVALHO et al. 2003).

Pelas inumeras aplicagdes industriais das lipases, ha necessidade de estudar as
caracteristicas deste grupo enzimatico, pois as lipases obtidas de diferentes fontes podem
apresentar diferentes propriedades (MALDONADO, 2006), especialmente em relacdo a
temperatura e ao pH étimo de atuacao.

A atividade 6tima da enzima depende da integridade de sua estrutura primaria,
assim, condicdes que afetem esta condigcdo, como pH, temperatura, agentes quimicos,
autolise (proteases) e forca ibnica afetam a maxima atividade da enzima (IYER e
ANANTHANARAYAN, 2008). A temperatura apresenta efeito sobre a energia cinética das
moléculas de enzimas e substratos, ocasionando um maior numero de colisdes produtivas
por unidade de tempo. Uma absorcdo de excesso de energia pelas enzimas ocasiona o
rompimento da estrutura terciaria pelas modificagbes nas ligagbes do tipo pontes de
hidrogénio, pontes dissulfeto e interagbes hidrofébicas, havendo a desnaturagédo da
estrutura protéica, o que resulta na inativacao da atividade enzimatica (GOMES et al., 2006).
O pH afeta a estabilidade das enzimas por alterar as interagdes eletrostaticas da estrutura
protéica, ocasionando modificagdes no estado de ionizacdo dos aminodacidos, os quais
definem as estruturas primaria e secundaria da proteina e por conseguinte, sua atividade e
estabilidade (RAJAKUMARA et al., 2008; SHARMA et al. 2002).
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Em vista da importancia da caracterizagéo das lipases obtidas de novas fontes a fim
de vislumbrar a sua aplicabilidade, objetivou-se caracterizar as lipases obtidas por
Aspergillus sp. (O-8) via fermentagdo submersa em fungédo da temperatura e pH 6timos
utilizando a metodologia de superficie de resposta, e determinar a estabilidade da enzima a
temperatura e ao pH.

4.6.4. MATERIAL E METODOS
4.6.4.1. Producao da enzima

O fungo filamentoso Aspergillus sp (cepa O-8) foi isolado de solo contaminado por
Oleo diesel (COLLA et al., 2009) e selecionado previamente como bom produtor de lipase
via fermentagdo submersa. Apos isolamento, o microrganismo foi mantido em tubos com
agar-batata-dextrose (ABD) inclinado sob refrigeracdo a 4°C, sendo realizadas repicagens
peridédicas a cada 3 meses. O preparo do inéculo foi realizado através da inoculagcdo dos
fungos em placas de Petri contendo 30 mL de meio ABD solidificado e incubagéo a 30°C por
5 dias.

O meio de cultivo foi preparado utilizando-se 10% (m/v) de farelo de trigo, o qual foi
submetido a cozimento a 100°C durante 30 min em 50% do volume total de agua destilada.
Apbs, o meio foi filtrado e adicionado de 10% (v/v) de solucéo salina, 45 g L™ de extrato de
levedura como fonte de nitrogénio e 20 g L™ de 6leo de soja como indutor. A solugdo salina
continha 2 g L™ de KH,PO,, 1 g L' de MgSO, e 10 mL L™ de solucéo traco, a qual era
composta por 0,63 mg L™ de FeS0O,.7H,0, 0,01 mg L™ de MnSO,4 e 0,62 mg L de ZnSO,
(BERTOLIN et al., 2001). O meio foi autoclavado e o pH do meio ajustado a 7,0 utilizando-se
HCI 1,5 M ou NaOH 1 M. A inoculagao dos meios foi realizada utilizando-se uma area
circular de 20 mm de diametro do ABD contendo esporos do fungo. Apds a inoculagéo,
incubaram-se os cultivos durante 4 dias a 30°C com agitacdo de 160 min™. Estas condicdes
de cultivo foram otimizadas previamente. O meio fermentado foi filirado em algodao para a
retencao das hifas e congelado a -20 °C até a utilizacao para a realizagdo dos ensaios.

4.6.4.2. Efeito do pH e temperatura na atividade 6tima da enzima

As condi¢bes experimentais para a verificagéo do efeito do pH e temperatura sobre a
atividade lipolitica foram determinadas através de um Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR) composto por 4 pontos fatoriais, 4 pontos axiais e 3 pontos centrais
(Tabela 1).
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A atividade enzimatica foi determinada através do método padronizado por Burkert et
al. (2004), o qual baseia-se na titulacdo com NaOH dos &cidos graxos liberados pela acao
da enzima lipase presente no extrato enzimatico sobre os triacilglicerois do azeite de oliva
emulsionados em goma arabica.

Em frascos de 250 mL adicionou-se 2 mL de tampao fosfato 0,2 M com pH pré-
estabelecido no planejamento experimental, 5 mL de emuls&o preparada com 75 mL de
goma arabica a 7% e 25 mL de azeite de oliva. A este sistema adicionou-se 1 mL de extrato
enzimatico e incubou-se nas temperaturas previstas pelo planejamento experimental
durante 30 min. Apds a incubacéo, a reacao foi paralisada pela adicao de 15 mL de solugéao
acetona:etanol:agua (1:1:1) e titulou-se os acido graxos liberados com uma solucdo de
NaOH 0,01 M utilizando fenolftaleina como indicador.

Uma unidade de atividade de lipase foi definida como a quantidade de enzima que
libera 1 pme de acido graxo por minuto por mL de extrato enzimatico (1U = 1 g min™ mL™),
nas condicoes do ensaio.

4.6.4.3. Efeito da temperatura na estabilidade da enzima

A estabilidade térmica da lipase foi determinada através da incubagé@o dos extratos
enzimaticos de 40 a 90°C, sendo retiradas aliquotas periodicamente para a determinagédo da
atividade lipolitica, a qual foi realizada na temperatura e no pH 6timos para a atuacao da
enzima, segundo o método ja descrito. Os experimentos foram realizados em duplicata.

4.6.4.4. Efeito do pH na estabilidade da enzima

O efeito do pH na estabilidade da enzima foi determinado pelo tratamento de 1 mL
do extrato enzimatico com 2 mL das solugdes tampdes em pH’s 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0;
6,5; 7,0; 8,0 € 9,0. por 24 h a 25°C. Os tampodes utilizados foram: citrato 0,1 M (pH 3,5),
acetato 0,2 M (pHs 4,0 a 5,5), fosfato 0,2 M (pH’s 6,0 a 8,0) e glicina 0,2 M (pH's 9 e 10). A
atividade enzimatica nos tempos inicial e final foi realizada na temperatura e no pH 6timos
para a atuagdo da enzima, segundo o método ja descrito. Os experimentos foram realizados
em duplicata.

4.6.4.5. Estabilidade ao congelamento
O extrato enzimatico foi utilizado para verificagdo da estabilidade ao congelamento.

Periodicamente, a atividade lipolitica do extrato congelado foi determinada no pH e

temperatura 6timos da enzima. As determinagdes foram realizadas em triplicata.
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4.6.5. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.6.5.1. Ensaios de pH e temperatura 6timos

A Tabela 1 apresenta os niveis reais e codificados das variaveis pH e temperatura
utilizados no DCCR e os resultados de atividade lipolitica. A variagéo do pH de 6,5 para 7,5
ocasionou um aumento na atividade lipolitica, o que pode ser verificado pelos resultados dos
experimentos 1 e 2 (30°C), 3 e 4 (40°C) e 5 e 6 (35°C). O mesmo ocorreu quando o pH foi
mantido constante e variou-se a temperatura de 30 para 40°C, nos experimentos 1 e 3 (pH
6,5),2e4 (pH7,5) e 7e8(pH 7,0).

Tabela 1 Niveis reais e codificados das varidaveis pH e temperatura utilizadas para a
determinagao da atividade lipolitica através do DCCR e resultados de atividade lipolitica (U)

obtidos em cada experimento

Experimento pH (Xy) Temperatura (X5) Atividade lipolitica (U) *

1 6,5 (-1) 30°C (-1) 3,15+0,13
2 7,5 (+1) 30°C (-1) 3,72 + 0,01
3 6,5 (-1) 40°C (+1) 3,21+ 0,07
4 7,5 (+1) 40°C (+1) 4,02+0,08
5 6,3 (-0)) 35°C (0) 3,54 + 0,05
6 7,7 (+a) 35°C (0) 4,23+ 0,02
7 7,0 (0) 28°C (-a)) 3,82 + 0,01
8 7,0 (0) 42°C (+a) 4,37 +0,03
9 7,0 (0) 35°C (0) 4,30 0,12
10 7,0 (0) 35°C (0) 4,26 + 0,01
11 7,0 (0) 35°C (0) 4,03 + 0,03

*Resultados de médiatdesvio padrdo. a=1,414

As maximas atividades lipoliticas (4,37 e 4,30 U) foram obtidas nos experimentos 8
(42°C e pH 7,0) e 9 (35°C e pH 7,0). Segundo Fu et al. (2009) um grande numero de lipases
fungicas apresenta atividades méximas em temperaturas de 30 a 40°C e pH's 6 a 8.
Resultados similares foram encontrados por Freire et al. (1997) e por Maldonado (2006),
que relataram pH e temperatura 6timos de 7,0 e 37°C para as lipases produzidas por
Penicillium sp., Geotrichum candidum. Benjamin e Pandey (2000) relataram que lipases
produzidas por Candida rugosa apresentaram atividade 6tima em pH 7,0 e temperatura de
40°C. Pastore et al. (2003), que caracterizaram as lipases produzida por Rhizopus sp.,



137

encontraram maximas atividades em pH 6,0 e 6,5 e 40°C. Diaz et al. (2006) caracterizaram
as lipases do fungo Rhizopus homolhallicus, produzidas em fermentagées em estado sélido
e submersa, e obtiveram atividades maximas em pH 7,5 entre 30 e 40 °C, respectivamente.
Pokorny et al (1997) obtiveram maximas atividades das lipases de Aspergillus niger em pH
7,0 e 40°C.

A Tabela 2 apresenta a andlise de variancia dos dados de atividade lipolitica obtidos
no Delineamento Composto Central Rotacional; e a Tabela 3, os efeitos estimados das
variaveis sobre a atividade lipolitica. Verifica-se na Tabela 2 que o valor de Fgcuiago fOi CErca
de 2,26 vezes superior ao valor de Fipeago, © que significa que a variacdo causada pelo
modelo é significativamente maior que a variagcao ndo explicada (MURALIDHAR et al. 2001).

AL = 4,190 +0,280.X; 0,254 X, +0,142.X, ~0,170.X;° @

Tabela 2 Andlise de variancia dos resultados de atividade lipolitica obtidos através dos
experimentos do DCCR

Fonte Soma dos Graus de Quadrado E
de variacao quadrados liberdade médio caleulado tabelado
Regresséo 2,452 5 0,4904 6,436751 2,852409
Residuos 1,219 16 0,076188
Total 3,671 21 0,17481

Os efeitos estimados das variaveis (Tabela 3) demonstram que o pH apresentou
efeitos linear e quadratico significativos (p<0,05). A temperatura apresentou efeitos linear e
quadratico de 0,057 e 0,054, respectivamente, sendo estes muito préximos a 0,05. Desta
forma, o efeito da temperatura foi considerado para a expressao do modelo. Ambas
variaveis apresentaram efeitos lineares positivos, sendo o efeito do pH superior ao efeito da
temperatura (0,561 e 0,284 U, respectivamente). O modelo de regressao obtido encontra-se
apresentado na Equacao 2, sendo o coeficiente de correlagdo entre os dados experimentais
e o modelo de 81,7%.

O célculo do pH e temperatura 6timos para obtencao da maxima atividade lipolitica
foi realizado igualando-se a primeira derivada da atividade lipolitica em funcédo do pH e
temperatura a zero. As maximas atividades lipoliticas foram obtidas no nivel +0,55 para o pH
e +0,417 para a temperatura, correspondendo ao pH de 7,2 e temperatura de 37 °C, o que
também pode ser visualizado através da superficie de resposta apresentada na Figura 1.
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Tabela 3 Efeitos estimados das variaveis sobre a atividade lipolitica nos experimentos do

DCCR
Fonte de variagao Efeitos estimados t (16) p (nivel de significancia)
Média 4,190 37,17 <0,001
Xi (L) 0,561 4,06 <0,001
X1 (Q) -0,508 -3,09 <0,001
Xz (L) 0,284 2,054 0,057
X2 (Q) -0,341 -2,07 0,054
X1 X 0,123 0,63 0,537

X1: pH; X2:Temperatura
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Figura 1 Superficie de resposta da influéncia do pH e temperatura sobre a atividade lipolitica

das enzimas produzidas via fermentacdo submersa pelo fungo Aspergillus sp. a partir do

DCCR

4.6.5.2. Estabilidade a temperatura

A estabilidade a temperatura das lipases produzidas via fermentacao submersa pelo
fungo Aspergillus sp (cepa O-8) foi avaliada primeiramente de 40 a 80°C, como

demonstrado na Figura 2a. As enzimas apresentaram-se estaveis entre 40 e 50°C, com

atividades residuais superiores a 90% durante 7 horas. Uma inativagao inicial das enzimas

entre 70 e 80°C foi observada e posteriormente as mesmas apresentaram-se estaveis, com
atividades residuais de 80 e 65% a 80 e 70°C, respectivamente. As enzimas nao

apresentaram comportamento cinético de destruicao térmica de primeira ordem (Arrhenius),

além de apresentarem-se mais estaveis a 80°C do que a 70°C.
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A fim de confirmar os dados obtidos, foram realizados ensaios a 70, 80 e 90°C,
durante 8 h, sendo os resultados apresentados na Figura 2b, confirmando o comportamento
anteriormente citado, com uma inativagdo inicial da enzima, ocasionada pelo choque
térmico, e posterior estabilidade. Além disso, as enzimas apresentaram maior estabilidade
nas maiores temperaturas na primeira hora de ensaio. As lipases apresentaram-se estaveis
de 70 a 90°C, com atividades residuais médias em torno de 72% apos a primeira hora de

incubacao.

(a) (b)

Atividade lipolitica residual (%)
Atividade lipolitica residual (%)

50 T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘
0 60 120 180 240 300 360 420 480
Tempo (min) Tempo (h)
Figura 2 Estabilidade térmica das lipases produzidas pelo fungo Aspergillus sp. (cepa O-8)
via fermentacao submersa: a) temperaturas de 40°C, 50°C, 70°C e 80°C; b) temperaturas de

70°C, 80°C e 90°C

Segundo Razak et al. (1997) a maioria das lipases fungicas ndao apresentam
estabilidade térmica acima de 40°C. Shu et al. (2006) relataram que as lipases produzidas
por Antrodia cinnamomea apresentaram 50% de atividade residual entre 25 e 40°C. A lipase
de Aspergillus niger NCIM 1207 apresentou estabilidade a 40°C durante 3 h, entretanto o
tratamento a 50°C durante 1 h ocasionou 52% de perda de atividade (MHETRAS et al.,
2009). Baron et al. (2005) demonstraram que as lipases produzidas por Penicillium
corylophillum foram totalmente inativadas ap6s 30 min a 60°C. Ja as lipases obtidas por
Rhizopus sp apresentaram termoestabilidade moderada, com 70% de atividade residual em
temperaturas de 40°C a 55°C (PASTORE et al., 2003). Em comparacdo com as lipases
produzidas pela bactéria Bacillus megaterium, as lipases fungicas citadas apresentaram
baixa termoestabilidade, uma vez que esta enzima apresentou 50% de atividade residual
nas condigdes de 50°C por 86 min, 60°C por 7,7 min e 70°C por 1,2 min (LIMA et al., 2005).
Entretanto, Ginalska et al. (2004) demonstrou que as lipases produzidas por Geotrichum sp
apresentaram 100% de atividade residual apds 1 hora de incubagdo a 60°C, e 50% de
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atividade residual a 70°C por 45 min. Ainda, Sharma et al. (2002) relataram que a lipase
produzida por Bacillus sp. RSJ-1 apresentou 90 e 70% de atividade residual apos
tratamento a 50°C durante 120 e 240 min, respectivamente.

Em comparagdo com as enzimas citadas, as lipases obtidas neste trabalho
apresentaram maior termoestabilidade, podendo apresentar aplicacées industriais em
processos que requeiram elevadas temperaturas de processo. Os processos enzimaticos
que ocorrem em temperaturas superiores apresentam maiores taxas de reagcdo (IYER e
ANANTHANARAYAN, 2008). As lipases termoestaveis podem apresentar aplicagdo na
sintese de biopolimeros, farmacos, agroquimicos, cosméticos, biodiesel e aromas
(HORCHANI et al., 2009).

As condi¢cbes da produgdo das enzimas podem afetar sua termoestabilidade, tais
como o microrganismo produtor, 0 modo de cultivo e o meio utilizado. Maldonado (2006)
demonstrou a variagdo da termoestabilidade de lipases produzidas em diferentes meios de
cultivo. A termoestabilidade € o resultado da sequéncia de aminoécidos da proteina, o que
confere uma conformagdo mais rigida a enzima (IYER e ANANTHANARAYAN, 2008),
através de interagdes intramoleculares, com internalizagdo de residuos hidrofobicos e
exposicao superficial dos residuos hidrofilicos (MHETRAS et al., 2009).

A termoestabilidade de lipases pode ainda ser afetada pela presenca de compostos
como &lcoois de cadeia curta, metais e ions. A presenca de Ca*® e Mg* aumentam a
termoestabilidade devido ao impedimento da desnaturacao por hidratacao do sitio catalitico,
resultando em um rearranjo de cargas e complexacdo com Ca*. Isto ocorre porque a 4gua
de hidratacdo do célcio é liberada quando este se liga a proteina, ocasionando o
favorecimento do processo em elevadas temperaturas. Estes ions ligam-se na superficie
das enzimas cujos sitios de ligagcdo sdao geralmente formados por grupos carregados
negativamente (CHAKRABORTY e RAJ, 2008). Segundo lyer e Ananthanarayan (2008) a
estabilizacdo térmica de lipases pode ser ocasionada pela presenca de ions divalentes,
anions (SO,%>CI>Br>NO3;>ClO4) ou céations (NH,’> K'>Na'>Mg*>Ca**>Ba*®). Dos
compostos citados, encontravam-se presentes no meio de cultivo para a produgcdo das
lipases o Mg* e o SO,? os quais se ndo consumidos pelo fungo para crescimento e
sintese, permaneceram soluveis apdés a separagdo das células, compondo o extrato
lipolitico, o que poderia justificar a termoestabilidade das enzimas produzidas.

4.6.5.3. Estabilidade ao congelamento
A estabilidade das enzimas a baixas temperaturas é um fator importante. Neste

sentido, as lipases utilizadas nesta pesquisa apresentaram estabilidade ao congelamento a -
20°C durante 90 dias, com atividades residuais superiores a 80% (Figura 3).
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Figura 3 Estabilidade das lipases produzidas por Aspergillus sp (O-8) em fermentagéo

submersa na estocagem sob congelamento a -20°C.

4.6.5.4. Estabilidade ao pH
As lipases apresentaram-se estaveis em pH’s de 3,5 a 6,5, durante 24 h, com
atividades residuais superiores a 80%. Em pHs de 7 a 10 houve uma reducdo na

estabilidade das enzimas, com atividades residuais em torno de 50%, conforme
demonstrado na Figura 4.

100 -4

80 —|
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40 —

Atividade Lipolitica Residual (%)
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pH

Figura 4 Estabilidade ao pH das lipases produzidas pelo fungo Aspergillus sp (cepa O-8) via

fermentagao submersa

Mhetras et al. (2009) relataram que as lipases produzidas por Aspergillus niger NCIM
1207 apresentaram estabilidade em pH alcalino (8 a 11) embora tenham apresentado
atividades étimas em pH’s acidos. Sharma et al. (2002), para as lipases produzidas por
Bacillus sp. RSJ-1, relataram que as mesmas apresentaram 84 e 82% de atividade residual,
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respectivamente, apds 2 h em pH’s 8 e 9, com perda de 96% de atividade em pH 12. Fu et
al. (2009) caracterizaram as enzimas produzidas por Candida sp 99-125 e relataram que as
mesmas foram estaveis em pH’s de 7,5 a 8,5 durante 15 min.

4.6.6. CONCLUSAO

As lipases produzidas pelo fungo Aspergillus sp (cepa O-8) apresentaram atividades
maximas a 37°C e pH 7,2. A estabilidade térmica foi de 72% ap6s 1 h de exposicdo em
temperaturas de 70 a 90°C e a estabilidade ao pH superior a 80 % em pHs acidos, sendo
estas caracteristicas desejaveis para a aplicacao industrial.

Agradecimentos: ao CNPq pelo apoio financeiro.
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4.7. PRODUGAO SIMULTANEA DE LIPASES E BIOSSURFACTANTES ATRAVES DE
FERMENTAGCOES SUBMERSA E EM ESTADO SOLIDO

4.7.1. RESUMO

As lipases e o0s biossurfactantes sdo compostos produzidos por microrganismos e que estao
associados com a metabolizacdo de substratos oleosos. Devido as aplicacées destes
biocompostos em varios setores industriais, como nas industrias alimenticias, quimica,
farmacéutica e petrolifera, o estudo de métodos de produgdo bem como a selecao de novas
cepas produtoras é premente. Apesar de ambos metabdlitos serem produzidos pelos
microrganismos, a relagdo entre a produgdo de lipases e biossurfactantes ndo se encontra
estabelecida. O objetivo deste trabalho foi estudar a existéncia de correlacdo entre a
producdo de lipases e biossurfactantes através de fermentacbes submersa e em estado
sdlido utilizando-se duas cepas de Asperqgillus spp. (O-4 e O-8, respectivamente) isoladas
de solo contaminado com dleo diesel. A producdo de lipases e biossurfactante em
fermentacdo em estado sdlido foi realizada utilizando-se farelo de soja e casca de arroz,
60% de umidade, 2% de nitrato de sédio como fonte de nitrogénio, 2% de azeite de oliva
como indutor, pH 4,5 e o fungo Aspergillus sp. O-4. Na fermentagcdo submersa, o meio foi
composto de farelo de trigo, 4,5% de extrato de levedura como fonte de nitrogénio, 2% de
6leo de soja como indutor, agitagdo de 120 min”, pH 7,15 e o fungo Aspergillus sp. O-8. A
maior produgdo de lipases foi obtida na fermentagdo em estado sdlido, com atividades
lipoliticas de 25,22 U comparado com 4,52 U na fermentagdo submersa, entretanto, ndo foi
observada a produgdo de biossurfactantes. A produgdo de lipases foi simultdnea ao
aumento da atividade emulsificante na fermentacdo submersa, obtendo-se atividades
lipoliticas de 4,52 U e atividades emulsificantes O/A e A/O de 2,95 and 42 UE,
respectivamente. As correlagdes entre a produgéo de lipases e as atividades emulsificantes
O/A e A/O foram de 95,4 e 86,8%, respectivamente. A redugdo da tensdo superficial dos
meios foi de 50 para 28 mN m’’, sendo observada também a atividade antimicrobiana dos
extratos, com potenciais antimicrobianos frente ao S. aureus ATCC 25923 de 36 e 43%,
indicando a produgéo de biossurfactantes pelo Aspergillus sp. O-8.

Palavras-chave: Aspergillus spp., fermentagdo submersa, fermentacdo em estado sélido,
biossurfactantes, lipases.
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4.7.2. ABSTRACT

Lipases and biosurfactants are compounds produced by microrganisms in general
associated with oil substrates metabolization. Due to the aplications of these compounds in
many industrial sectors, as food, chemical, farmaceutical and petroleum industries, the study
of production methods, as well as the screening of new producing strains are very important.
Besides the both metabolites being produced by microrganisms, the relationship between the
production of lipases and biosurfactants are not established. The aim of this work was to
evaluate the correlation of lipases and biosurfactants production throught solid-state and
submerged process using two strains of Aspergillus spp. (O-4 e O-8, respectively), isolated
of diesel oil contaminated soil. The production of lipases and biosurfactants in solid-state
bioprocess were made using soy bran and rice husk, humidity of 60%, 2% of sodium nitrate
as nitrogen source, 2% of olive oil as inductor, pH 4.5 and the fungi Aspergillus sp. O-4. In
the submerged bioprocess, the medium was composed by wheat bran, 4.5% of yeast extract
as nitrogen source, 2% of soy oil as inductor, agitation of 120 min -1, pH 7.15 and the fungi
Aspergillus sp. O-8. Solid-state bioprocess obtained the highest production of lipases, with
lipolitic activities of 25.22 U comparing to 4.52 U in the submerged bioprocess, however, the
production of biosurfactants was not observed in the first production mode. The production of
lipases in submerged bioprocess was simultaneous with the increase of emulsifier activity,
being obtained maximal lipolitic activities of 4.52 U and maximal emulsifier activities O/A and
A/O of 2.95 and 42 UE, respectively. Corelation coefficients of 95,4 and 86,8% were
obtained between the production of lipases and the O/A and A/O emulsifier activities,
respectively. The extracts of submerged bioprocess presented reduction of superficial
tension of 50 to 28 mN m’" and antimicrobial activities of 36 and 46% against S. aureus
ATCC 25923, these results indicating the biosurfactants production in the culture medium.

Key-words: Aspergillus spp., biosurfactants, lipases, submerged and solid-state bioprocess
4.7.3. INTRODUCAO

As lipases (triacilglicerol-acilhidrolases) sao enzimas que catalisam diversas reagdes,
tais como a reacdo de hidrélise total ou parcial de triacilgliceréis, além de reacdes de
esterificagdo, transesterificagdo e interesterificagdo de lipidios. Por este motivo, séo
aplicaveis em uma diversidade de setores industriais, em especial, na industria quimica, na
producdo de surfactantes, detergentes ou na resolugdo de misturas racémicas (YU et al.,
2008; SAISUBRAMANIAN et al., 2006; RAO et al., 1993), no tratamento de residuos ricos
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em Oleos e gorduras (LEAL et al., 2002) e na &rea da saude, compondo medicamentos, em
diagnosticos, cosméticos ou antibiéticos (HASAN et al., 2006).

Na industria de alimentos, as lipases apresentam aplicagdes na sintese de
emulsificantes como os mono e diacilgliceréis (KITTIKUN et al., 2008; KIM et al., 2006), na
producéo de lipidios com elevados teores de acidos graxos poliinsaturados (RESHMA et al.,
2008, WANG et al., 2007); no desenvolvimento de aromas (SALAH et al.,, 2007); na
maturacao de queijos (DUPUIS et al., 1993) e embutidos carneos, entre outros. Apresentam,
ainda, importante aplicagdo no setor de bioenergia, em especial na producdo de biodiesel
(PARK et al., 2006), setor em expansao, dada a preocupagdo mundial com a utilizagao
energias renovaveis devido aos crescentes esforgos com os cuidados ao meio ambiente.

Os biossurfactantes sdo compostos produzidos por microrganismos caracterizados
quimicamente como glicolipidios, lipopeptidios, acidos graxos, fosfolipidios, lipidios neutros
ou lipopolissacaridios (DESAI e BANAT, 1997).

Na industria de alimentos, a principal aplicacdo dos biossurfactantes € a formagéo de
emulsbes. Outras possiveis aplicagbes incluem a estabilizagdo de sistemas aerados, a
modificagdo das propriedades reologicas, a melhoria da consisténcia e textura de produtos
contendo amido e gordura, bem as propriedades antimicrobianas que tornam estes
compostos importantes para o controle de microrganismos patogénicos nas superficies de
contato dos alimentos, evitando a formacao de biofilmes (NITSCHKE e COSTA, 2007).

As vantagens que estes compostos oferecem sdo baixa toxicidade,
biodegradabilidade, aceitabilidade ecoldgica, estabilidade e funcionalidade sob diversas
condicbes extremas de pH e temperatura (VAN DYKE et al., 1991). A possibilidade de
producdo a partir de residuos agroindustriais também tem sido citada como vantagem
compostos (NITSCHKE e PASTORE, 2003), havendo relatos de producdo a partir de
residuos como melago (JOSHI et al., 2008), soro de queijo (RODRIGUES et al., 2006a),
6leo lubrificante e torta de amendoim (THAVASI et al., 2007).

As fermentacdes submersa e em estado solido tém sido relatadas como métodos de
producédo biotecnolégica de lipases e biossurfactantes. Na fermentacdo em estado sélido os
microrganismos crescem na superficie e no interior de particulas porosas umidas (COUTO e
SANROMAN, 2005; PANDEY, 2003), enquanto que na fermentacdo submersa os
microrganismos encontram-se suspensos em um meio liquido contendo os nutrientes
dissolvidos (SCHMIDELL et al., 2001). A fermentagdo em estado solido apresenta como
vantagens a economia gerada pelos menores espagos necessarios para o bioprocesso, a
possibilidade de utilizagdo de substratos de baixo custo, a utilizagdo de equipamentos,
maquindrio e controles mais simples, maiores rendimentos, menores volumes de agua
utilizados e menor demanda energética (LONSANE et al., 1985). A fermentacdo submersa
apresenta as vantagens de maior homogeneidade do meio de cultivo e a facilidade de
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controle de parametros como a temperatura e o pH (PANDEY et al., 2000), além de serem
0s bioprocessos mais utilizados mundialmente e por isso, existirem mais informagdes acerca
da engenharia dos processos e controles. Os bioprocessos submersos apresentam a
dificuldade de transferéncia de oxigénio nos meios liquidos, enquanto que a transferéncia de
calor é o principal problema associado a fermentacao em estado sélido (SCHMIDELL et al.,
2001).

A sintese de lipases e biossurfactantes por microrganismos pode ocorrer pela
necessidade dos microrganismos de metabolizar compostos insolliveis em agua (DESAI e
BANAT, 1997; KOSARIC e CAIRNS, 1987). Os biossurfactantes sdo compostos produzidos
por reagbes de metabolismo secundario apresentando fungées como a motilidade e adesao
celular, diferenciacéo, acessibilidade aos substratos e como moléculas de armazenamento
de carbono e energia (VAN HAMME et al., 2006). Embora os biossurfactantes possam ser
produzidos via sintese organica através de reagdes catalisadas por lipases (PAULA et al.,
2005; TARAHOMJOO e ALEMZADEH, 2003), pela esterificagdo de &cidos graxos e
agucares, a correlacao entre a produgdo de lipases e biossurfactantes nos processos
fermentativos ndo se encontra estabelecida. O objetivo deste trabalho foi verificar a
existéncia de correlagdo entre a produgédo de lipases e biossurfactantes em fermentagéo
submersa e em estado sélido através de Aspergillus spp.

4.7.4. MATERIAL E METODOS
4.7.4.1. Microrganismos, manutencao e preparo do indculo

Duas cepas de Aspergillus sp. (O-8 e O-4), foram isoladas de solo contaminado por
6leo diesel e selecionadas como boas produtoras de lipases via fermentacdo submersa e
em estado sélido, respectivamente.

Apoés isolamento, os microrganismos foram mantidos em tubos com &gar-batata-
dextrose (ABD) inclinado sob refrigeracdo a 4°C, sendo realizadas repicagens periodicas a
cada 3 meses. O preparo do inéculo para as fermentacdes foi realizado através da
inoculagdo dos fungos em placas de Petri contendo 30 mL de meio ABD solidificado e
incubagéo a 30°C por 5 dias.

4.7.4.2. Producao de lipases e biossurfactantes via fermentacao submersa
O meio de cultivo foi preparado utilizando-se 10% (m/v) de farelo de trigo, o qual foi

submetido a cozimento a 100°C durante 30 min em 50% do volume total de agua destilada.
Apobs, o meio foi filtrado e adicionado de 10% (v/v) de solucéo salina, 45 g.L' de extrato de
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levedura e 20 g.L" de 6leo de soja como indutor. A solugdo salina continha 2 g.L" de
KH,PO,, g.L" de MgSO, e 10 mL L de solugao traco, a qual era composta por 0,63 mg.L"
de FeS0,.7H,0, 0,01 mg.L" de MnSO, e 0,62 mg.L" de ZnSO, (BERTOLIN et al., 2001). O
meio liquido foi autoclavado e o pH do meio ajustado a 7,0 utilizando-se solugdes de HCI 1,5
M ou NaOH 1 M.

A produgao dos biocompostos foi realizada em erlenmeiers de 250 mL com volume
inicial de meio de 100 mL, num total de 14 experimentos. A inoculacdo dos meios foi
realizada utilizando como inoculo uma area circular de 20 mm de didmetro de ABD contendo
esporos do fungo O-8. Apds a inoculagao, os cultivos foram incubados durante 7 dias a
30°C com agitacdo de 120 min”'. A cada 24 h foi interrompida a fermentagdo em 2

erlenmeiers e 0os meios utilizados para as determinac¢des analiticas.

4.7.4.3. Producao de lipases e biossurfactantes via fermentacao em estado
solido

O meio de cultivo para a fermentagédo em estado sélido foi preparado com 85,7% de
farelo de soja e 14,3% de casca de arroz, utilizada para aumentar a porosidade do meio e
facilitar a transferéncia de oxigénio. O meio foi adicionado de 71% (v/p) de solugdo salina (2
g.L" de KH,PO,, g L' de MgSO, e 10 mL L™ de solugao traco, a qual era composta por 0,63
mg L de FeS0,.7H,0, 0,01 mg L" de MnSO, e 0,62 mg L™ de ZnSO, e agua destilada até
o volume de 1 L), a fim de fornecer micronutrientes (BERTOLIN et al., 2001). O meio de
cultivo foi autoclavado a 103 kPa por 20 min, sendo posteriormente adicionado de 2% de
azeite de oliva e 2% de nitrato de sddio como fonte de nitrogénio. O pH foi corrigido até 4,5
a partir da adicao de uma solucado 1,5 M de H.SO, e a umidade foi ajustada até 60% pela
adicao de agua destilada estéril.

Os experimentos foram realizados em erlenmeiers de 300 mL contendo 50 g de meio
e inoculados com 2,5 mL de uma suspensdao de esporos a fim de obter-se uma
concentracéo inicial de esporos no meio de cultivo de 2.10° esporos g™'. Foram incubados 14
erlenmeiers a 30°C, sendo a cada 48 h interrompida a fermentagdo em dois erlenmeiers e
os farelos utilizados para as determinagdes analiticas.

4.7.4.4. Determinacoes analiticas

4.7.4.4.1. Obtencao dos extratos

Os meios da fermentagdo submersa foram centrifugados para a separagdo das
células fungicas e os extratos obtidos utilizados para as determinagdes analiticas.
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Os farelos da fermentagdo em estado sdlido foram submetidos a extragdo para a
determinacao das atividades lipoliticas e emulsificantes. Para a determinacao da atividade
lipolitica, 1 g de farelo fermentado foi extraido com 10 mL de solugcédo tampao fosfato 0,2 M
pH 7,0 em banho-maria a 160 min™ durante 30 min a 37°C, com posterior filtracdo para
separacao dos solidos. Para a determinacdo da atividade emulsificante, 5 g de farelo
fermentado foram extraidos com 30 mL de agua destilada a 90°C seguido de extracao em
banho-maria a 50°C durante 30 min,com posterior filtragdo e centrifugacao para a separagao
dos sélidos e esporos.

4.7.4.4.2. Estimativa do crescimento fungico

Os meios da fermentacdo submersa foram centrifugados para separacao dos
sélidos. O sobrenadante foi separado para a determinacdo de lipases e biossurfactantes e
os sélidos foram adicionados em cépsulas de aluminio taradas e secas em estufa a 70°C
durante 24 h para a determinac&o da concentracéo celular (g L™).

Os farelos obtidos durante a fermentacdo em estado sélido foram submetidos a
determinagédo de proteinas por Kjeldhal (A.O.A.C., 1995) a fim de estimar o crescimento
fungico.

4.7.4.4.3. Determinacao da atividade lipolitica (AL)

Na determinacdo da AL foi adotado o método descrito por Burkert et al. (2004), o
qual se baseia na titulagdo com NaOH 0,01 M dos acidos graxos liberados pela acado da
enzima lipase, presente no extrato enzimdtico, sobre os triacilgliceréis do azeite de oliva

emulsionados em goma arabica.

4.7.4.4.4. Determinacao da atividade emulsificante

As atividades emulsificantes 6leo em agua e agua em O6leo foram determinadas
segundo metodologia proposta por MARTINS et al. (2006), utilizando-se 3,5 mL de extrato e
2 mL de 6leo de soja. A mistura foi agitada em agitador vértex a 700 min” por 1 min. Apés
60 min de repouso foi lida a absorbancia do meio emulsificado Oleo/agua em
espectrofotdmetro a 610 nm. A leitura foi realizada diminuindo-se da absorbancia do branco,
obtida a partir da leitura da amostra. Dessa forma, obteve-se a atividade emulsificante 6leo
em agua através da Equacéo 1. Apos 24 h de repouso foi realizada a leitura da altura da
emulsdo agua/dleo formada e da altura total (altura da emulsdo mais altura da camada
remanescente de 6leo), gerando a atividade emulsificante agua em 6leo de acordo com a
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Equagédo 2. Dois brancos foram realizados, utilizando 4gua no lugar da amostra e os
extratos obtidos a partir dos meios de cultivo ndao fermentados.

AEO/A = (ABSamostra - ABSbranco )D (1 )

AEa 0 =(E E D (2)

amostra ~ —branco )

Onde:

AE = atividade emulsificante (UE);

O/A = b6leo em agua;

A/O = agua em 0leo;

ABS = absorbancia;

E = relagédo centesimal entre a altura da emulsdo agua/6leo e a altura total;
D = diluicdo da amostra em agua.

4.7.4.4.5. Determinacao da tensao superficial

Os extratos obtidos durante a fermentacdo submersa foram utilizados para a
determinagdo da tensdo superficial em tensidmetro (Kruss Processor Tensiometer K-6,
Alemanha) usando o método do anel, sendo a tensdo medida com a amostra em contato
com o ar (COSTA et al., 2006; RODRIGUES et al., 2006b). Neste método, um recipiente
contendo a amostra a ser analisada € suspendida até que o contato com a superficie do
anel seja registrado. O contato da amostra com o anel é desfeito, de maneira que o filme
liquido produzido abaixo do anel é alongado, sendo determinada a forga méxima necessaria
para a extensao do filme, obtendo-se a tensao superficial (RODRIGUES et al., 2006b).

4.7.4.4.6. Determinacao da atividade antimicrobiana

O potencial antimicrobiano dos extratos obtidos durante a fermentagdo submersa foi
determinado utilizando-se como microrganismo indicador o Staphylococus aureus ATCC
25923. A cepa foi repicada em 50 mL de meio BHI (Infusdo cérebro coragéo) estéril e
incubada por 24 h. A suspensao de microrganismos obtida foi diluida com BHI estéril até
que apresentasse absorbancia 0,20 em comprimento de onda 610 nm. Em tubos de ensaio
estéreis, adicionaram-se 4 mL da suspensao diluida do S. aureus e 1 mL do extrato da
fermentagdo previamente esterilizado. Os tubos foram incubados a 37°C durante 12 h,
sendo lida a absorbancia a 610 nm a cada hora. Foram realizadas triplicatas do ensaio para
cada extrato obtido durante o processo fermentativo. Como controles, foram realizados dois
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ensaios: a) 3 tubos contendo 4 mL de suspensdo do microrganismo e 1 mL de meio de
cultivo nao fermentado e b) 3 tubos contendo 4 mL de BHI estéril e 1 mL de 4gua destilada
estéril. Os dados de absorbéancia versus tempo foram utilizados para o calculo do potencial
antimicrobiano (PA), conforme a Equagéo 3.

ABScontrole —-ABS

PA(%) = ABS

extrato 1 00 (3)

controle

4.7.5. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.7.5.1.
submersa e em estado sélido

Producao de lipases e atividades emulsificantes em fermentacao

A Tabela 1
emulsificantes 6leo em agua (O/A) e agua em 6leo (A/O) e do crescimento fungico para os

apresenta os resultados de atividade lipolitica, das atividades

fermentagdes submersa e em estado sélido utilizando os fungos Aspergillus spp., cepas O-8
e O-4, respectivamente.

Tabela 1 Atividade lipolitica (U), atividade emulsificante éleo em agua (O/A) e agua em 6leo
(A/O) (UE) e crescimento fungico (g/L e % proteinas) obtidos atravé de fermentagao
submersa e em estado sélido através de Aspergillus sp (cepas O-8 e O-4)

Fermentacdo submersa

Tempo (d) AL (U) AE O/A (UE) AE A/O (UE) X (g/L)
0 2,82+0,13 0,90 £ 0,02 1,73+0,35 1,79+£0,18
1 3,21 £ 0,09 0,96 + 0,05 22,52 +5,23 2,57 £ 0,08
2 3,48 £ 0,18 0,61 £0,07 30,56 + 0,21 4,49 + 0,03
3 3,79 £0,07 1,76 + 0,25 42,67 + 6,65 3,06 £ 0,02
4 4,52 + 0,04 2,95+0,18 14,40 £ 2,90 4,19 +1,54
5 3,56 £ 0,08 0,32 0,12 21,26 + 0,91 3,64 £ 0,59
6 3,71 £ 0,04 1,19+ 0,15 22,12 £ 9,07 3,13+1,13

Fermentacao em estado sélido

Tempo (d) AL (U) AE O/A (UE) AE A/O (UE) Proteinas (%)
0 16,96 + 0,19 0,52 + 0,20 0,29 £0,14 13,34 £ 0,01
2 20,67 £ 0,21 0,43 £ 0,07 1,26 £+ 2,25 14,76 £ 0,43
4 25,22 + 0,49 1,79 £ 0,05 1,38+ 0,14 16,76 £ 0,39
6 24,09 £ 0,37 1,92+0,13 1,45 + 1,56 18,37 £ 1,65
8 21,91 £0,19 2,01 £0,05 1,19+ 0,32 19,52 £+ 0,51
10 14,20 £ 0,10 1,18 £ 0,26 0,65 + 0,11 20,21 + 0,07
12 11,58 + 0,41 0,68 + 0,01 0,00 + 0,00 15,74 + 1,62

Através da fermentagdo submersa (Aspergillus sp. O-8) verificou-se que a maxima

atividade lipolitica foi 4,52 U, em 4 dias de cultivo. A producao de lipases foi concomitante
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ao aumento da atividade emulsificante O/A com méaximo de 2,95 UE. Ja a atividade
emulsificante A/O teve seu pico em 3 dias de cultivo, com 42,7 UE.

Na fermentacdo em estado sélido (Aspergillus O-4), as maximas atividades lipolitica
e emulsificante ocorreram entre 4 e 8 dias de cultivo. A maxima atividade lipolitica, de 25,22
U, ocorreu em 4 dias de fermentacdo. A atividade emulsificante O/A na fermentacdo em
estado sélido foi 2,01 UE, em comparagdo com 2,95 UE para a fermentacdo submersa.
Enquanto as emulsbées A/O formadas com os extratos da fermentagdo submersa
apresentaram estabilidade apds 24 h, com maxima atividade emulsificante de 42,67 UE
(correspondente a 42% de camada emulsificada), na fermentacdo em estado sélido as
emulsdes formadas foram instaveis apos 24 h, sendo a maxima atividade 1,45 UE.

As maiores atividades lipoliticas obtidas na fermentacdo em estado sélido podem
estar relacionadas as caracteristicas deste modo de cultivo em comparagao com o cultivo
submerso, onde o produto final encontra-se concentrado (SCHMIDELL et al., 2001) e ainda
devido as caracteristicas apropriadas dos fungos para sua utilizacao nas fermentagdes em
estado sdlido, de tolerancia a baixas atividades de agua e producao de enzimas através das
hifas (RAIMBAULT, 1998). Entretanto, apesar das atividades lipoliticas na fermentagdo em
estado solido terem sido superiores as da fermentagdo submersa, em etapas anteriores de
otimizacdo da producao de lipases via fermentagdo em estado sélido utilizando o fungo O-4,
obtiveram-se atividades ainda superiores (57 U).

A atividade emulsificante O/A maxima obtida pelo Aspergillus sp. O-8 (2,95 UE) em
fermentagdo submersa foi inferior as relatadas por Martins et al. (2007), que obtiveram
atividades emulsificantes O/A maximas durante a fermentacdo em estado sélido com
bactéria (Corynebacterium aquaticum) e fungo (Aspergillus fumigatus) de 209,4 e 327,9 UE,
respectivamente. Entretanto, comparando-se os resultados de indice de emulsificagdao O/A
obtidos no presente trabalho (ABSg10 nm) COM 0s relatados por Vasileva-Tonkova e Gesheva
(2007), que estudaram a producdo de biossurfactantes por Pantoea sp. durante o
crescimento em hidrocarbonetos, os indices de emulsificagdo (550 nm) para o
biossurfactante produzido em meio de cultivo com 2% de querosene variaram de 0,35 a 3,86
UE mL" em pH 7,0, dependendo do hidrocarboneto utilizado para a realizacdo do teste,
sendo estes resultados semelhantes aos obtidos no presente trabalho. Os biossurfactantes
produzidos no trabalho citado caracterizavam-se como raminolipidios, ou seja,
biossurfactantes de baixo peso molecular e foram capazes de reduzir as tensdes superficiais
do meio de cultivo até 37mN m™. Thavasi et al. (2007) obtiveram indices de emulsificacdo
O/A 0,41 a 1,72 (Deio) para o biossurfactante isolado de Corynebacterium Kutscheri
utilizando como fase oleosa principalmente hidrocarbonetos derivados do petréleo e 6leo de
amendoim, sendo o biossurfactante caracterizado como um glicopeptidio.
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Com relagédo a atividade emulsificante A/O, o biossurfactante produzido pelo fungo
Aspergillus sp. O-8 via fermentagdo submersa apresentou indice de emulsificagdo 42,7 UE
utilizando 6leo de soja como fase lipidica. Martins et al. (2007) utilizando a mesma
metodologia, obtiveram atividades 60,8 UE e 57,5 UE para os biossurfactantes produzidos
por bactéria e fungo, respectivamente. Kumar et al. (2007) obtiveram indices de
emulsificacdo A/O de 70% (UE) para o exopolissacaridio produzido por Planococcus
maitriensis Anita |. Abouseoud et al. (2008) obtiveram indices de emulsificagdo de 45 a 55%
utilizando como fases oleosas diesel, querosene, heptano e 6leo de girassol, para o

raminolipidios produzido por Pseudomonas fluorescens.

4.7.5.2. Correlacao com a producao de lipases com as atividades emulsificantes,

tensao superficial e atividade antimicrobiana dos extratos da fermentacao submersa

Em virtude da fermentacdo submersa ter apresentado os melhores resultados de
atividades emulsificantes, foi avaliada a correlagdo com a producao de lipases, bem como a
tensdo superficial e a atividade antimicrobiana dos extratos obtidos.

A Figura 1 apresenta a correlacao entre a atividade emulsificante e a produgéo de
lipases. A atividade emulsificante déleo em agua apresentou correlagdo polinomial de
segunda ordem com a atividade lipolitica (Figura 1a), apresentando um coeficiente de
correlagao 95,4%. A atividade emulsificante agua em 6leo apresentou correlagao linear de
86,8% (Figura 1b), indicando a producao simultdnea de lipases e biossurfactantes no meio
de cultivo.

(@) (b)

4.0

AE O/A =10,30 - 6,28. AL + 1,04.(AL)2 [ )
R2 =0.91

AE A/O = 33,99.AL - 90.98 °
40.0 - R2=0.75

Atividade emulsificante O/A (UE)
Atividade emulsificante A/O (UE)

0.0 T T T T \

25 3.0 3.5 4.0 45 5.0 24 2.8 3.2 3.6 4.0
Atividade Lipolitica (U) Atividade lipolitica (U)

Figura 1 Correlacao da producao de lipases e atividades emulsificantes éleo em agua (O/A)
e agua em o6leo (A/O)
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As porgdes polar e apolar constituintes das moléculas com propriedades surfactantes
sao sintetizadas a partir das vias de sintese de lipidios e carboidratos (DESAI E BANAT,
1997). As lipases podem estar envolvidas no processo de sintese de biossurfactantes
porque realizando a hidrélise dos triacilglicerdis constituintes do indutor (éleo de soja),
ocasionam a liberacdo de &acidos graxos livres, mono e diacilgliceréis, os quais sao
compostos que apresentam estruturas com porcdes polares e apolares em uma mesma
molécula, portanto podendo apresentar atividades de redugdo da tensdo superficial e
emulsificantes.

O glicerol liberado pode ser utilizado para a sintese de acucares (BERG et al., 2002),
0s quais podem ser esterificados aos acidos graxos livres para a formacao de ésteres de
acucares (glicolipidios de baixo peso molecular que explicariam a atividade superficial
diminuida dos extratos), similarmente ao que ocorre em reagfes de sintese orgénica de
biossurfactantes utilizando lipases.

Ainda, os acidos graxos liberados podem ser utilizados pelo microrganismo como
substrato para constituir a fracdo lipidica do biossurfactante, sendo os &cidos graxos
metabolizados através da B-oxidacdo e reutilizados para a sintese dos bioemulsficantes,
como relatado por Kitamoto et al. (2002). Segundo estes autores, quando alcoois ou acidos
graxos de cadeia longa (12 a 18 carbonos) sao usados como substratos, os acidos graxos
presentes no biossurfactante (glicolipidio-manosterileritrol) possuem cadeias de 2,4 ou 6
carbonos. Acidos graxos pares como substratos ou impares geram biossurfactantes com
cadeias pares ou impares respectivamente, ou seja, os acidos graxos presentes nos
biossurfactantes sao intermediarios da degradacdao dos acidos via [B-oxidagdo dos
substratos. A adicdo de um inibidor da sintese de acidos graxos, afetou pouco a produgéo
dos biossurfactantes, enquanto a adigdo de um inibidor da B-oxidagdo afetou inibiu a
producéo dos mesmos (KITAMOTO et al., 2002).

A Tabela 2 apresenta os resultados das tensdes superficiais obtidas pelos extratos
da fermentagdo submersa (Aspergillus sp. O-8) ao longo do tempo, verificando-se que a
tenséo superficial do meio fermentado foi reduzida pela produgéo do biossurfactante até o
minimo de 28,8 mN/m, sendo a tens&o superficial do meio no tempo inicial de 50 MmN m™. O
aumento da tensdo superficial nos extratos obtidos no tempo de 6 dias de fermentagao
podem ser devidos a degradacao das moléculas de biossurfactantes.

Segundo Pyaza et al. (2006), a reducéo da tensao superficial € um bom indicativo da
producdo de biossurfactantes, porém ndo estando relacionada com a capacidade de
emulsificacao do biossurfactante produzido. Os biossurfactantes com capacidade de
reducao da tensao superficial geralmente apresentam estruturas de baixo peso molecular,
como glicolipidios ou lipopeptidios, enquanto que biossurfactantes de elevado peso
molecular como polissacaridios anfipaticos, proteinas, lipopolissacaridios, lipoproteinas ou
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misturas complexas desses biopolimeros, estdo associados a capacidade de emulsificacdo
(ROSENBERG e RON, 1999).

Tabela 2 Tensao superficial (MN m™) dos extratos obtidos durante a fermentacdo submersa
com o fungo Aspergillus O-4

Tempo de fermentacao (d) Tensao superficial (MN.m™)
0 50,0 £ 3,14

31,2+0,08

30,3+0,18

30,8 £0,15

28,8 £ 0,47

29,3+0,73

52,3+ 0,62

OO O~ WODND =

As maiores atividades emulsificantes e a maior reducao da tensao superficial nos
extratos da fermentagéo submersa foram obtidas durante a fase estacionaria de crescimento
do microrganismo (Figura 1), o que esta de acordo com o padrao de metabolismo da sintese
de biossurfactantes (RON e ROSEMBERG, 2001). Quando inicia a limitagdo de nutrientes a
velocidade de crescimento decresce, mas o carbono continua sendo transportado para o
interior das células e utilizado para a biossintese de lipidios, sendo que os produtos finais
formados nestas circunstancias podem ser lipidios, polissacaridios, polimeros de estocagem
como o poli-hidroxibutirato ou antibiéticos. Os nutrientes limitantes que podem levar a estas
condicdes sao o nitrogénio, magnésio, ferro e fésforo (KOSARIC e CAIRNS, 1987). Ja na
fermentagdo em estado sélido, os picos de atividade emulsificante foram obtidos durante a
fase de crescimento do microrganismo, justificante as baixas produ¢des obtidas.

A Figura 2a apresenta os resultados de absorbancia (610 nm) durante o tempo de
incubagao (h) para os cultivos de Staphylococcus aureus na presenga dos extratos estéreis
produzidos por fermentagdo submersa pelo fungo Aspergillus sp. O-8, verificando-se que os
extratos obtidos foram capazes de inibir o crescimento da bactéria. O potencial
antimicrobiano dos extratos foi calculado para o tempo de 10 h de incubacao dos cultivos de
S. aureus, obtendo-se os resultados apresentados na Figura 2b.

Observou-se que os extratos que apresentaram maiores potenciais antimicrobianos
frente ao S. aureus foram os obtidos nos tempos iniciais de fermentacdo submersa com o
fungo Aspergillus sp. (Figura 2). Os extratos dos trés primeiros dias de fermentagéao
apresentaram potenciais antimicrobianos variando de 36 a 43%, sendo que nestes tempos
foram obtidas elevadas atividades emulsificantes O/A (1,76 UE), A/O (42,7 UE) e reducao
da tensdo superficial dos meios de 50 mN m™ para 30,8 mN m™, associando a atividade
antimicrobiana dos extratos com a produgao dos biossurfactantes.
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Figura 2 Absorbancia versus tempo de incubacgao para os cultivos de Staphylococcus
aureus ATCC 25923 na presenca dos extratos produzidos por fermentacdo submersa pelo
fungo Aspergillus sp O-8 (a), e potencial antimicrobiano (%) dos extratos obtidos no tempo

de 10 h de incubagéao do S.aureus (b)

A acdo de solubilizacdo dos surfactantes é responsavel pela sua atividade
antimicrobiana, principalmente em bactérias gram-positivas, mais do que em gram-
negativas, devido a diferenca na parede celular. Dentre os microrganismos relatados por
serem inibidos por glicolipidios estao bactérias gram-positivas, gram-negativas, leveduras e
fungos (KITAMOTO et al., 2002).

Outros autores relataram a atividade antimicrobiana de biossurfactantes. A atividade
antimicrobiana de extratos da P. fluorescens foi determinada pela adicdo dos extratos em
frente a células frescas de B. subtilis crescendo em placas de petri. A zona de hemdlise foi
de 11 mm. No teste de inibicdo houve o aparecimento de uma zona de inibigdo com
diametro de 25 mm utilizando o sobrenadante concentrado de P. fluorescens (ABOUSEOUD
et al., 2008).

Uma fracdo de um biossurfactante produzido por Lactococcus lactis 53,
caracterizada como uma glicoproteina, apresentou atividade antimicrobiana frente a cepas
de Staphylococcus e Candida (S. epidermidis GB 9/6, S. salivarius GB 24/9, S. aureus GB
2/1, C. albicans GBJ 13/4A e C. tropicalis GB 9/9) na maior concentragdo do biossurfactante
testada (40 g.L"). Mesmo na menor concentracdo testada (2,5 g.L"), o biossurfactante foi
capaz de inibir a C tropicalis (RODRIGUES et al., 2006c).

Nitschke e Costa (2007) revisaram a atividade antimicrobiana apresentada por
biossurfactantes produzidos por bactérias, leveduras e fungos, sendo relatadas as
atividades antimicrobianas de lipopeptidios (itaurina) frente a fungos, raminolipidios frente a
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algas, bactérias (E. coli, S. epidermidis, Alcaligenes faecalis) e fungos (A. niger, Penicillium
crysogenum), soforolipidios frente a fungos e manosterillipidios frente a bactérias gram
positivas.

4.7.6. CONCLUSAO

A producao de lipases apresenta vantagens se realizada via fermentacdo em estado
sélido, devido as maiores atividades enzimaticas obtidas, entretanto, a producao simultanea
de biossurfactantes neste modo de cultivo ndo foi observada, devido a aparente perda da
capacidade do fungo de producdo destes biocompostos. A atividade emulsificante 6leo em
agua apresentou correlagdo polinomial de segunda ordem com a atividade lipolitica, com
coeficiente de correlagéo de 95,4%, enquanto que a atividade emulsificante 4gua em 6leo
apresentou correlagdo linear de 86,8%, indicando a produgdo simultanea de lipases e
biossurfactantes no meio de cultivo. A atividade lipolitica maxima obtida na fermentagéo
submersa foi 4,52 U e atividades emulsificantes méaximas O/A e A/O, 2,95 e 42 UE,
respectivamente. A reducdo da tensdo superficial nos meios foi de 50 para 28 mN m™ e os
potenciais antimicrobianos frente ao S. aureus ATCC 25923 foram de 36 a 43%, indicando a
producéo do biossurfactante pelo fungo Aspergillus sp. O-8.

Agradecimentos: ao CNPq pelo apoio financeiro.
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5. CONCLUSAO GERAL

O isolamento de 28 fungos, 8 a partir de um solo contaminado com 6leo diesel e 20 a
partir de efluente da industria de laticinios foi realizado. Os fungos Aspergillus O-4 e E-6
foram selecionados como bons produtores de lipases via fermentacdo em estado sélido,
com atividades lipoliticas de 45,5 U e 49,81 U. Os fungos Penicillium E-3, Trichoderma E-19
e Aspergillus O-8 foram selecionados como bons produtores de lipases via fermentacao
submersa, com atividades lipoliticas de 2,81, 2,34 e 2,03 U, respectivamente.

As condicbes otimizadas para a producao de lipases via fermentagdo em estado
solido foram obtidas utilizando-se o fungo Aspergillus O-4, farelo de soja como principal
componente do meio de cultivo, 2% de nitrato de sédio como fonte de nitrogénio, 2% de
azeite de oliva como indutor e pH’s variando de 3,5 a 4,5, obtendo-se atividades lipoliticas
maximas de 57 U. As lipases obtidas apresentaram 6timos de temperatura e pH em torno de
35°C e pH 6,0 e atividades residuais de 63,6 e 26,8% apds 1h de exposicao a 50 e 60°C,
respectivamente. A estabilidade ao pH foi superior em pH’s alcalinos, com atividades
residuais superiores a 60%.

As condigdes otimizadas para a produgdo de lipases via fermentagdo submersa
foram obtidas utilizando-se o fungo Aspergillus O-8, farelo de trigo como principal
componente do meio de cultivo, 4,5% de extrato de levedura como fonte de nitrogénio, 2%
de 6leo de soja como indutor € pH 7,15. As maximas atividades obtidas durante a etapa de
otimizacao foram de em torno de 6 U. As lipases apresentaram atividades maximas a 37°C e
pH 7,2, com atividades residuais de 72% ap6s 1 h de exposicao entre 70 e 90°C e 80 e 50%
de atividades residuais em pH’s nas faixas de 3,5a6,5e 7 a 10.

Na fermentacdo em estado sélido obtiveram-se atividades lipoliticas superiores as
obtidas na fermentacao submersa, da ordem de 57 e 6 U, respectivamente.

A otimizacdo estatistica da fermentacdo em estado sélido tornou possivel um
aumento nas atividades lipoliticas de 45,5 a 57 U, comparando-se as atividades obtidas
desde a etapa de isolamento dos fungos até a etapa de otimizagao, sendo este um aumento
de 25%. Na otimizag&o da fermentacdo submersa, as atividades aumentaram de 2 para 6 U,
com aumento de 200 %.

A producao de lipases foi concomitante ao aumento da atividade emulsificante dos
meios na fermentacdo submersa, sendo obtida méxima atividade lipolitica de 4,52 U e
maximas atividades emulsificantes O/A e A/O de 2,95 EU e 42,7 EU, respectivamente, com
correlagdes de 90,1% e 86,8% com a producgéo de lipases. A reducao da tensao superficial
nos meios foi de 50 para 28 mN m” sendo este mais um indicativo da produgdo de
biossurfactantes. Os extratos também apresentaram potenciais antimicrobianos frente ao S.
aureus ATCC 25923, inibindo de 36 a 43% o crescimento deste microrganismo. Na
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fermentagdo em estado sdlido, embora a maior produtividade em lipases tenha sido
observada, ndo houve producao concomitante de biossurfactantes.

A fermentagcédo submersa foi a que apresentou os melhores resultados de otimizacao
da producéao de lipases, bem como de produgao simultanea de biossurfactantes. As lipases
e os bioemulsificantes obtidos podem ser aplicados na industria alimenticia, farmacéutica ou
na biorremediacao.

As sugestoes para a realizacdo de trabalhos futuros sao: caracterizar os
biossurfactantes produzidos quanto a sua estrutura; avaliar a aplicabilidade dos
biossurfactantes como emulsificantes e compostos antimicrobianos, bem como na facilitacao
do processo de biorremediacdo de compostos; avaliar a producao de bioemulsificantes
através de outras cepas isoladas neste trabalho; aplicar as lipases obtidas na producao de
biodiesel; realizar o estudo do aumento de escala da produgédo de lipases e
biossurfactantes.
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Figura 1 Atividade lipolitica em fungédo do tempo para os experimentos do Planejamento

Fatorial Fracionario 2" utilizado para a selecéo de variaveis significativas no processo de

producdo de lipases via fermentacao em estado soélido
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Tabela 1 Analise de variancia dos resultados de atividade lipolitica obtidos no Planejamento
Fatorial Fracionario 2”2 utilizado para a selecédo de variaveis significativas no processo de

produgéo de lipases via fermentacao em estado sélido

Somados Grausde Quadrado F
quadrados liberdade Médio P
Xi-F 341,61 1 341,61 17,23 < 0,001

Fonte de variacao

X —FN 452,52 1 452,52 22,83 < 0,001
Xs- CFN 14,71 1 14,71 0,74  0,3926
Xq—1 424,12 1 424,12 21,39 < 0,001
Xs = Cl 39,15 1 39,15 1,97 0,165
Xe —pH 372,37 1 372,37 18,78 < 0,001
X7 — Fungo 3590,71 1 3590,71 181,12 < 0,001
Erro 1110,21 56 19,82

Soma de quadrados 6304,77 63
total

F: farelo; FN: fonte de nitrogénio CFN: conc. da fonte de nitrogénio; I: indutor; CI: conc. do indutor

Tabela 2 Efeitos estimados das variaveis do Planejamento Fatorial Fracionario 2"

Fonte de variagdo  Efeito estimado Erro padréo t (56) p
Média 28,56 0,56 50,86 < 0,001
Xi-F 4,66 1,12 415 < 0,001

X2 —FN -5,36 1,12 -4,78 < 0,001
Xs- CFN 0,97 1,12 0,86 0,3926
Xq—| 5,19 1,12 462 <0,001
X5 —Cl 1,58 1,12 1,40 0,165
Xe—pH -5,11 1,18 -4,33 < 0,001
X7 — Fungo -15,11 1,12 -13,46 < 0,001

F: farelo; FN: fonte de nitrogénio CFN: conc. da fonte de nitrogénio; I: indutor; Cl: conc. do indutor
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Tabela 3 Analise de variancia dos resultados de atividade lipolitica obtidos no Planejamento
Fatorial Completo 2*

Soma dos Graus de Quadrado F

quadrados liberdade Meédio P

Tipo de farelo (Xj) 678,66 1 678,66 207,82 < 0,001
Fonte de N (X») 1078,15 1078,15 330,16 < 0,001
Fonte de C (X3) 72,22 72,22 22,12 < 0,001

Fonte de variagao

1
1
oH (X) 51,00 1 5100 1562 <0001
X, X, 891,74 1 89174 27308 <0.001
X, Xs 108,61 1 10861 3326 <0001
X; X4 631.37 1 63137 19334 <0.001
Xo. X 4.29 1 4.29 131 0257
Xo. X, 0.39 1 039 012 0732
Xa. X, 356.80 1 356.80 109,26 < 0,001
Erro 173,07 53 3,27
Soma dos 4046 31 63

Quadrados Totais

Tabela 4 Efeitos estimados das variaveis do Planejamento Fatorial Fracionario 2*

Fonte de variacdo Efeito estimado Erro padrao t (53) p
Média 37,68 0,23 166,82 < 0,001
Tipo de farelo (X1) 6,51 0,45 14,42 < 0,001
Fonte de N (X5) 8,21 0,45 18,17 < 0,001
Fonte de C (X5) 2,12 0,45 4,70 < 0,001
pH (X4) -1,79 0,45 -3,95 < 0,001
X1.Xz2 7,47 0,45 16,53 < 0,001
X4.X3 2,61 0,45 5,77 < 0,001
X4. X4 -6,28 0,45 -13,90 < 0,001
X2.X3 -0,52 0,45 -1,15 0,257
Xo. X4 0,16 0,45 0,34 0,732
X3.X4 -4,72 0,45 -10,45 < 0,001

Tabela 5 Coeficientes de regressao do Planejamento Fatorial Fracionario 2*

Fonte de variacao Coeficiente de Regressdao  Erro padrédo t (53) p
Média 37,68 0,23 166,82 < 0,001
Tipo de farelo (Xy) 3,26 0,23 14,42 < 0,001
Fonte de N (X;) 4,10 0,23 18,17 < 0,001
Fonte de C (X;) 1,06 0,23 470 <0,001
pH (X4) -0,89 0,23 -3,95 < 0,001
X1. X5 3,73 0,23 16,53 < 0,001
Xi.X3 1,30 0,23 5,77 < 0,001
X1.X4 -3,14 0,23 -13,90 < 0,001
X2.X3 -0,26 0,23 -1,15 0,257
X2.X4 0,08 0,23 0,34 0,732

X3.X4 -2,36 0,23 -10,45 < 0,001
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APENDICE B
ARTIGO 4: OTIMIZACAO DA PRODUCAO DE LIPASES POR
FERMENTACAO SUBMERSA

PLANEJAMENTO PLACKETT-BURMAN (9 VARIAVEIS E 16 EXPERIMENTOS)

Tabela 1 Andlise de variancia dos resultados de atividade lipolitica do Planejamento Plackett

Burman
.. Soma dos Graus de Quadrado
Fonte de variagao quadrados liberdade Médio F P
Farelo 1,23 1 1,23 2,47 0,130
Fonte de nitrogénio 10,66 1 10,66 21,51 <0,001
Indutor 0,24 1 0,24 0,49 0,490
Concentragao da 211 1 211 425 0,051
fonte de nitrogénio
Concentragao do 1,85 1 1,85 374 0,066
indutor
pH 7,47 1 7,47 15,09 0,001
Fungo 3,72 1 3,72 7,51 0,012
Concent_ragao inicial 0,71 ” 0,71 1,43 0,245
de in6culo
Agitacao 0,30 1 0,30 0,60 0,447
Erro 10,90 22 0,50
Soma de Quadrados 39.18 31

Totais

Tabela 2 Efeitos estimados das variaveis do Planejamento Plackett Burman

o Efeito ~
Fonte de variacao estimado Erro padrao t (22) P
Média 1,60 0,12 12,87 <0,001
Farelo -0,39 0,25 -1,57 0,130
Fonte de nitrogénio 1,15 0,25 4,64 <0,001
Indutor -0,17 0,25 -0,70 0,490
Concentragao da 0,51 0,25 206 0,051
fonte de nitrogénio
Concentragao do -0,48 0,25 1,93 0,066
indutor
pH 0,97 0,25 3,88 0,001
Fungo -0,68 0,25 -2,74 0,012
Concentracao inicial 0,30 0.25 1,20 0,245

de in6culo
Agitagéo 0,19 0,25 0,77 0,447
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PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 2°

Tabela 3 Analise de variancia dos resultados de atividade lipolitica do Planejamento Fatorial

Completo 2°
Fonte de Soma dos Graus de Quadrado F
variacdo quadrados liberdade Médio P
CEL (Xy) 2,04 1 2,04 24.80 0,001
COS (Xy) 0,37 1 0,37 4,47 0,064
pH (X3) 1,64 1 1,64 19,97 0,002
X1 Xa 0,15 1 0,15 1,77 0,216
X . X3 0,03 1 0,03 0,40 0,541
X5 . X3 0,19 1 0,19 2,30 0,164
Erro 0,74 9 0,08
Soma dos
Quadrados 5,15 15
Totais

CEL: concentragao de extrato de levedura (g/L); COS: concentragdo de éleo de soja (g/L)

Tabela 4 Efeitos estimados das variaveis do Planejamento Fatorial Completo 2°

Fonte de Efeito Erro t(22)

variacdo estimado padrao P
Média 0,84 0,07 11,71 0,000

CEL (Xy) 0,71 0,14 4,98 0,001

COS (X») -0,30 0,14 2,11 0,064
pH (X3) 0,64 0,14 4,47 0,002
Xi . X -0,19 0,14 -1,38 0,216
Xi.X3 -0,09 0,14 -0,64 0,541
X2 . X3 -0,22 0,14 -1,52 0,164

CEL: concentragao de extrato de levedura (g/L); COS: concentragdo de éleo de soja (g/L)

Tabela 5 Coeficientes de Regressdo do Planejamento Fatorial Completo 2°

Coeficiente

Fonte de Erro

variagao Reg?eesséo padrao t() P
Média 0,84 0,07 11,71 0,000

CEL (Xy) 0,36 0,07 4,98 0,001

COS (X») -0,15 0,07 -2,11 0,064
pH (Xs) 0,32 0,07 4,47 0,002
Xy . Xz -0,10 0,07 -1,33 0,216
Xy . X3 -0,05 0,07 -0,64 0,541
Xo. X3 -0,11 0,07 -1,52 0,164

CEL: concentracéo de extrato de levedura (g/L); COS: concentragao de 6leo de soja (g/L)
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DELINEAMENTO COMPOSTO CENTRAL ROTACIONAL
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Figura 2 Atividades Lipoliticas em funcao do tempo de fermentacdo submersa para os
experimentos do Delineamento Composto Central Rotacional utilizado para avaliagao do
efeito das variaveis pH e concentragdo de extrato de levedura.

(@) @ Exp. 25; |l Exp. 26; ¢Exp. 27; + Exp.28. (b) @ Exp. 29; |l Exp. 30; ¢Exp. 31; + Exp.32. (c) @ Exp. 33; W
Exp. 34; ¢Exp. 35.
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Tabela 6 Analise de variancia dos resultados de atividade lipolitica do Delineamento
Composto Central Rotacional

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado F
variacao quadrados liberdade  Médio P
Xy (L) 0,20 1 0,20 5,78 0,029
X1 (Q) 2,12 1 2,12 60,45 0,000
Xz (L) 2,81 1 2,81 80,05 0,000
X2 (Q) 0,22 1 0,22 6,24 0,024
Xq. Xo 0,10 1 0,10 2,80 0,114
Erro 0,56 16 0,04
Soma dos
Quadrados 5,80 21
Totais

Xi: pH; Xz: concentracédo de extrato de levedura; L: efeito linear; Q: efeito quadratico

Tabela 7 Efeitos estimados das varidveis do Delineamento Composto Central Rotacional

Fonte de Efeito Erro

variacao estimado padréo t(16) P
Média 2,92 0,08 38,20 0,000
Xy (L) 0,23 0,09 2,40 0,029
X1 (Q) -0,87 0,11 -7,77 0,000
Xz (L) 0,84 0,09 8,95 0,000
X2 (Q) -0,28 0,11 -2,50 0,024
Xi. Xo -0,22 0,13 -1,67 0,114

Xi: pH; Xz: concentracédo de extrato de levedura; L: efeito linear; Q: efeito quadratico

Tabela 8 Coeficientes de regressao Delineamento Composto Central Rotacional

Fonte de Coefémente Erro t(9

variagao Regr:sséo padréao (©) P
Média 2,92 0,08 38,20 0,000
X1 (L) 0,11 0,05 2,40 0,029
X1 (Q) -0,43 0,06 7,77 0,000
Xz (L) 0,42 0,05 8,95 0,000
X2 (Q) -0,14 0,06 -2,50 0,024
Xy Xo -0,11 0,07 -1,67 0,114

Xi: pH; Xz: concentracédo de extrato de levedura; L: efeito linear; Q: efeito quadratico
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APENDICE C
ARTIGO 5: CARACTERIZAQAO PARCIAL DA LIPASE PRODUZIDA POR
ASPERGILLUS SP 0-4 VIA FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 32 PARA DETERMINAGAO DO PH E
TEMPERATURA OTIMOS DA LIPASE PRODUZIDA VIA FERMENTACAO EM
ESTADO SOLIDO

Tabela 1 Analise de variancia dos resultados de atividade lipolitica do Planejamento Fatorial

Completo 32

Fonte de Somados Grausde Quadrado

variacdo quadrados liberdade Médio F P
X1 (L) 130,8 1 130,8 6,2 0,021
X1 (Q) 1877,8 1 1877,8 89,4 0,000
X2 (L) 0,6 1 0,6 0,0 0,871
X2 (Q) 1325,3 1 1325,3 63,1 0,000
X1. X2 51,7 1 51,7 2,5 0,132

Erro 441.,0 21 21,0
Soma dos
Quadrados  3827,2 26

Totais

X1: pH; Xz: temperatura; L: efeito linear; Q: efeito quadratico

Tabela 2 Efeitos estimados das variaveis do Planejamento Fatorial Completo 3?

Fonte de Efeito Erro t (21)

variagdo estimado padrédo P
Média 49,25 1,97 24,97 0,000
Xy (L) 5,39 2,16 2,50 0,021
X4 (Q) -35,38 3,74 -9,46 0,000
Xz (L) -0,35 2,16 -0,16 0,871
X2 (Q) -29,72 3,74 -7,94 0,000
Xi. Xo 4,15 2,65 1,57 0,132

Xi: pH; Xz: temperatura; L: efeito linear; Q: efeito quadratico

Tabela 3 Coeficientes de regressao obtidos a partir do Planejamento Fatorial Completo 3°

Fonte de Coefcljmente Erro t (21

variagao Regreesséo padrao (21) P
Média 49,25 1,97 24,97 0,000
Xy (L) 2,70 1,08 2,50 0,021
Xy (Q) -17,69 1,87 -9,46 0,000
Xz (L) -0,18 1,08 -0,16 0,871
X2 (Q) -14,86 1,87 -7,94 0,000
Xi. Xo 2,08 1,32 1,57 0,132

Xi: pH; Xz: temperatura; L: efeito linear; Q: efeito quadratico
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Tabela 4 Atividade lipolitica residual apds tratamento térmico dos extratos enzimaticos em
temperaturas de 35 a 90°C

Tempo Atividade Lipolitica Residual (%)

(min) 35°C 40°C 50°C 60°C 70°C 80°C 90°C
0 100 100 100 100 100 100 100
5 - - - - - 78 65,1
10 - - - - 87,5 64 53,5
15 - - - 61 - 42 37,2
20 - - 90,9 - 83,3 22 27,9
25 - - - - - 16 14
30 91,5 88,6 - 46,3 58,3 8 9,3
35 - - - - - 4 -
40 - - 77,3 - 47,9 - -
45 - - - 36,6 - - -
50 - - - - 43,8 - -
60 85,1 90,9 63,6 26,8 27,1 - -
70 - - - - 20,8 - -
75 - - - 14,6 - - -
80 - - 50 - 16,7 - -
90 80,9 72,7 - 7,3 6,3 - -

100 - - 36,4

120 76,6 70,5 22,7

140 15,9

150 74,5 68,2
180 68,1 59,1

210 66 56,8
240 55,3 54,5
270 44,7 50

300 38,3 47,7
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APENDICE D
ARTIGO 6: CARACTERIZACAO PARCIAL DA LIPASE PRODUZIDA
POR ASPERGILLUS SP 0-8 VIA FERMENTACAO SUBMERSA

DELINEAMENTO COMPOSTO CENTRAL ROTACIONAL PARA DETERMINACAO
DO PH E TEMPERATURA OTIMOS DA LIPASE PRODUZIDA VIA
FERMENTACAO SUBMERSA

Tabela 1 Andlise de variancia dos resultados de atividade lipolitica do Delineamento
Composto Central Rotacional

Fonte de Somados Grausde Quadrado E

variacao quadrados liberdade  Médio P
Xi (L) 1,26 1 1,26 16,49 0,001
Xi (Q) 0,73 1 0,73 9,56 0,007
Xz (L) 0,32 1 0,32 4,22 0,057
X2 (Q) 0,33 1 0,33 4,31 0,054
X4 Xo 0,03 1 0,03 0,40 0,537

Erro 1,22 16 0,08
Soma dos

Quadrados Totais 3,67 21
X1: pH; Xz: temperatura; L: efeito linear; Q: efeito quadratico

Tabela 2 Efeitos estimados das varidveis do Delineamento Composto Central Rotacional

Fonte de Efeito Erro t (16)

variagao estimado padrao P
Média 419 0,11 37,17 0,000
Xi (L) 0,56 0,14 4,06 0,001
Xi (Q) -0,51 0,16 -3,09 0,007
Xz (L) 0,28 0,14 2,05 0,057
X2 (Q) -0,34 0,16 -2,08 0,054
Xi. X5 0,12 0,20 0,63 0,537

Xi: pH; Xz: temperatura; L: efeito linear; Q: efeito quadratico

Tabela 3 Coeficientes de regressao obtidos a partir do Delineamento Composto Central

Rotacional
Fonte de Coeficiente de Erro
o ~ ~ t(21) p
variacao Regressao padrdo
Média 419 0,11 37,17 0,000
Xq (L) 0,28 0,07 4,06 0,001
X1 (Q) -0,25 0,08 -3,09 0,007
Xs (L) 0,14 0,07 2,05 0,057
X2 (Q) -0,17 0,08 -2,08 0,054
Xi. X 0,06 0,10 0,63 0,537

X1: pH; Xz: temperatura; L: efeito linear; Q: efeito quadratico
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APENDICE E
ARTIGO 7: PRODUCAO SIMULTANEA DE LIPASES E
BIOSSURFACTANTES ATRAVES DE FERMENTACAO SUBMERSA E
EM ESTADO SOLIDO
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Figura 1 Atividade lipolitica (AL), atividade emulsificante 6leo em agua (AE O/A) e agua em

3
Tempo (d)

oleo (AE A/O) e crescimento fungico (X e% proteinas) para as fermentagdes (a) submersa e
(b) em estado sodlido, utilizando os fungos Aspergillus cepas O-8 e O-4, respectivamente.
(—*) Atividade Lipolitica; (=) AE O/A; (—*) AE A/O; (-+) Crescimento fungico
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APENDICE F:
MICROGRAFIAS ELETRONICAS DOS FUNGOS MAIORES
PRODUTORES DE LIPASES

e 9

Figura 1 Micrografias eletrénicas dos micélios dos fungos Aspergillus O-4 (a) e Aspergillus
E-6 (b), maiores produdores de lipases via fermentacdo em estado sélido

(a) (b) ()

Figura 2 Micrografias eletrénicas dos micélios dos fungos Penicillium E-3 (a), Trichoderma
E-19 (b) e Aspergillus O-8, maiores produdores de lipases via fermentagéo submersa
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APENDICE G:
ARTIGO PUBLICADO: SELECAO DE FUNGOS FILAMENTOSOS
PRODUTORES DE LIPASES ATRAVES DE FERMENTACAO EM
ESTADO SOLIDO



