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Resumo

As enzimas microbianas tém sido bastante produzidas e utilizadas em diversos segmentos
industriais nas Ultimas décadas. As lipases sdo um grupo de enzimas que possuem uma
vasta aplicagdo biotecnologica, devido a sua versatilidade de suas propriedades,
especificidade ao substrato e atuacdo enzimética. Os elevados custos de producédo de
enzimas microbianas se devem principalmente aos meios de producdo e os processos de
purificacdo, incentivando assim as pesquisas ha busca de novos micro-organismos
produtores e na formulacdo de meios mais econbmicos, utilizando principalmente
formulacdo de residuos agroindustriais que possuem um elevado valor nutritivo. A Caatinga
€ uma regido ainda pouca explorada na diversidade microbiana existe e no potencial
biotecnoldgico desses micro-organismos existentes. Foram realizados selecbes de amostras
de Aspergillus sp denominadas de SIS 10, 11,14, 15 e 16, isoladas da Caatinga do Estado
de Pernambuco, para producéo de lipase, em meio sdlido, tendo as amostras SIS 10 e 16
obtidos os melhores resultados na produgdo dos halos caracteristicos de 2,2 cms,
respectivamente. Em seguida foram realizados ensaios de produg&o enzimatica através de
fermentag&o submersa utilizando 6 meios diferentes descritos na literatura como produtores
de lipase. Os ensaios ocorreram a 150 rpm, 28° C, durante 144 horas, em triplicata. Os
resultados obtidos revelaram que a maior producdo da enzima foi obtida no meio
denominado de 4 com a amostra SIS 16, obtendo uma producéao de 2,16 U/mg de lipase.
Apos a selecdo do melhor meio de producao, foram realizados ensaios para formulacao de
meios alternativos utilizando os seguintes residuos agroindustriais: farelo de trigo, farelo de
arroz e 6leo de fritura, substituindo o 6leo de oliva no meio denominado controle. Os
experimentos ocorreram durante 192 horas, 28°C, 150 rpm, e os resultados obtidos
indicaram o 6leo de fritura como um bom produtor da enzima com atividade enzimatica
equivalente a 276 U/mL. Esses estudos de producdo lipolitica revelam o elevado potencial
biotecnoldgico dos fungos isolados do solo da Caatinga do Estado de Pernambuco, além da
reutilizacdo dos residuos agroindustriais para a producdo de enzimas, pode ser uma
alternativa viavel para formulacdo de novos meios de producdo para biotecnologia

enzimatica.

Palavras — chaves: producdo lipase, selecdo meios, Aspergillus, residuos
agroindustriais.
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Abstract

Microbial enzymes have been extensively produced and used in various industries for
decades. Lipases are a group of enzymes that have extensive biotechnological applications
due to its versatility of their properties, substrate specificity and enzymatic activity. The high
costs of production of microbial enzymes are mainly due to the means of production and
purification processes, thereby encouraging research in search of new producer’s
microorganisms and to formulate the most economical medium, using mainly in formulating
industrial residues that have a high nutritional value. The Caatinga is a little explored region
still exists in microbial diversity and biotechnological potential of these existing
microorganisms. Selections of samples of Aspergillus sp named SIS 10, 11,14,15 and 16,
isolated from the Caatinga of Pernambuco for production of lipase in solid medium were
performed, with the SIS 10 and 16 samples obtained the best results in production of the
characteristic halos of 2.2 cm, respectively. Then enzyme production tests were performed
through submerged fermentation using 6 different media described in the literature as lipase
producers. The experiments were performance is 150 rpm, 28 °C for 144 hours in triplicate.
The results showed that the highest enzyme production was obtained in the media 4 in
sample SIS 16 sample, obtaining a yield of 2.16 U/mg of lipase. After selecting the best
media of production, testing for formulation of alternative means were performed using the
following agro-industrial residues: wheat bran, rice bran and oil in frying, substituting olive oll
in the middle called control. The experiments occurred during 192 hours, 28°C, 150 rpm, and
the results indicated the frying oil as a good producer of enzyme equivalent to 276 U/mL
enzyme activity. These studies reveal the high lipolytic production biotechnological potential
of fungi isolated from soil of Caatinga of Pernambuco State, besides the reuse of agro-
industrial wastes for the production of enzymes, can be a viable alternative for the

formulation of new means of production for enzyme biotechnology.

Key - words: lipase production, media selection, Aspergillus, agroindustrial residues.
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Lima, B. F. Producao de lipase por Aspergillus ssp

1. Introducéo

A biotecnologia € uma ciéncia que envolve a maioria dos processos de transformacdo de
matérias-primas renovaveis, e de producdo, mediante a presenca de cultivos celulares microbianos,
animais ou vegetais, ou de seus distintos componentes, em numerosas substancias Uteis para a
humanidade, proporcionando a melhoria dos métodos de produgcdo e comercializagdo de produtos
contendo processos biotecnolégicos (MAYOR, 1992; COSTA, OLIVEIRA, 2008; COSTA et, al. 2012).

A tecnologia enzimética € um dos campos mais promissores dentro das novas tecnologias para
a producdo de compostos de alto valor agregado. A indlstria quimica brasileira importa a maior parte
das enzimas biocatalisadoras utilizadas nos processos que envolvem matérias auto-sustentaveis,
podendo ser utilizadas e empregadas em estudos envolvendo, aplicagdes biomédicas e fabricacdo de
produtos tais como, alimenticios, detergentes, farmacéutico, téxtil, celulose, papel e no tratamento de
efluentes e residuos (AZEVEDO et al.,, 2002; SOETAN et al.,, 2010; BAPTISTA et al., 2012; SILVA,
2012).

Enzimas de origem microbiana possuem diversas vantagens sobre as equivalentes de origem
vegetal e animal como, menor custo de producdo, além de oferecer um amplo aspecto de
caracteristicas fisico-quimicas, que vem a proporcionar uma melhor qualidade do produto, tornando
mais facil a obtencdo do mesmo, desenvolvendo técnicas mais elevadas na producdo de enzimas

(CHERRY, FIDANTSEF, 2003; SOETAK et al, 2010; BARATTO et al.,, 2011; SINGH,
MUKHOPADHYAY, 2012).

As lipases séo carboxilesterases que hidrolisam acigliceréis de cadeia longa, e dependendo das
condicbes empregadas, também catalisam diversas reagbfes de sintese (esterificagéao,
transesterificacao, amindlise e lactonizacao). As lipases fungicas tém sido preferenciais porque em sua
maioria, ndo sdo nocivas a saude humana. Produzidas por vegetais, animais e/ou micro-organismos,
apresenta a classe mais utilizada em aplica¢bes biotecnologica (HOUDE, KADEMI, LEBLANC, 2004;
TREICHEL et al., 2010, MESSIAS et al., 2012).

Os fungos filamentosos produzem uma ampla gama de enzimas de interesse biotecnoldgico,
dentre elas a lipase que séo produzidas por fermentacéo. O interesse sobre a obtencéo de lipases de
fungos filamentosos é em razdo de suas enzimas serem, na maioria das vezes, extracelulares, o que
facilita a recuperacdo das mesmas e sdo bons biodegradadores, atributos que distinguem os fungos
filamentosos das outras formas microbianas (BARATTO et al., 2011; MOURA et al., 2013).
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Os processos de fermentacdo mais utilizados para a producdo de enzimas sdo: fermentacéo
submersa (FES) e a fermentacdo em estado sélido (FS) Os processos pos-fermentacdo, também
chamados downstream ou a jusante da fermentacdo, visam recuperar as enzimas produzidas no caldo
fermentado. As etapas de separacdo e purificacdo removem as substancias toxicas ou metabdlitos
indesejaveis. Na maioria dos casos, 0 simples enriquecimento destes compostos como fonte de
nitrogénio, minerais ou vitaminas € suficiente para producdo de elevada atividade enzimatica (AGUIAR,
MENESES, 2000; PINHEIRO, 2006; ORLANDELLI et al, 2012).

O Aspergillus € um género de fungo filamentoso que consiste de varias centenas de espécies
encontrados em varios climas em todo mundo. Sao aerdbios encontrados em ambientes ricos em
oxigénio, onde eles geralmente crescem como moldes sobre a superficie de um substrato. Este género
€ considerado cosmopolita, sua morfologia apresentam colénias com ampla variagdo na coloragéo
sendo esta a maior caracteristica macroscépica para sua classificagdo (GONCALVES, ANDREATTI
FILHO, 2007; GIONGO et al., 2012; MONTEIRO, 2012).

A imensa diversidade de micro-organismos existentes em regibes pouco estudadas como a caatinga do
Estado de Pernambuco, justifica a busca por novos produtos tecnol6gicos como as enzimas. O clima
semiarido submete sua biota as condi¢des climaticas extremas, A diversidade fungica em ecossistemas
aridos e semiaridos como o da caatinga pode ser igual ou superior quando comparada a de ambientes
Uumidos. Isso se deve ao baixo potencial hidrico do solo, inapropriado ao crescimento de bactérias, o

gue torna a cadeia alimentar em sistemas aridos baseada primariamente nos fungos. (CRUZ,
GUSMAO 2009; BOTTCHER, BONSCHERUER, 2010; IPA, 2012).

A utilizacdo de substratos formulados a partir de residuos agroindustriais surge como uma
alternativa de buscar novos produtos de interesse biotecnoldgico para o ramo industrial (MATOS, 2005;
SANTOS, 2008; PEREIRA et al, 2013). A utilizacdo desses substratos alternativos e de baixo custo na
maioria das vezes encontra-se em grandes quantidades e possui um elevado valor nutricional. O Brasil,
por ser um pais de grande atividade agricola € um dos que mais produzem residuos agroindustriais, e
vem buscando alternativas para a aplicacdo dos mesmos para fins industriais (SALIHU, 2012; INFANTE
et al.,2013).

O presente trabalho teve como objetivo a utilizacdo de residuos agroindustriais (Farelo de trigo,
Farelo de arroz e Oleo de fritura para elaboracdo de meios de producdo de lipase via catélise
enzimatica, utilizando Aspergillus sp (SIS 16) com a utilizacdo de um planejamento fatorial, visando

especialmente 0 menor custo de producdo bem como a minimizacao dos impactos ambientais.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Produzir por Aspergillus ssp e caracterizar lipase , através da sele¢cdo de meios de producdo e da
formulacéo alternativa de meios de producéo contendo substratos agroindustriais.

2.2 Objetivos Especificos

e Selecionar isolados de Aspergillus ssp, produtores de lipase oriundos do solo da caatinga de

Pernambuco;

e Avaliar e selecionar os meios tradicionais para a producdo de lipase associados a cinética de

producéao;

e Analisar a utilizacdo de diferentes substratos (farelo de trigo, farelo de arroz, 6leo de fritura) na

producéo de lipase através de um planejamento fatorial 23,

e Analisar a influéncia das variaveis, temperatura, pH e velocidade de agitacdo na producéao de lipase.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 BIOTECNOLOGIA

A biotecnologia pode ser definida como um conjunto de técnicas de manipulacao de seres vivos
ou parte destes, para fins econémicos. Esse amplo conceito inclui técnicas que séo utilizadas em
grande escala na agricultura desde o inicio do século XX, como a cultura de tecidos, a fixacao biol6gica
de nitrogénio e o controle biolégico de pragas. O desenvolvimento da biotecnologia, desde o inicio dos
anos 90, vem fornecendo solu¢gbes para o baixo dinamismo das trajetdrias tecnoldgicas de muitas
industrias nas éareas de saude, meio ambiente e agricultura (OLIVEIRA, 2011; SILVEIRA et al.,
2011;SANTOS 2012).

A utlizacdo de plantas, bactérias e fungos pode ser visto na biotecnologia primitiva,
desenvolvida no antigo Egito h4 mais de 10.000 anos, na fermentagdo de bebidas que chegaram aos
nossos dias (GARRIDO, 2007; FARI, KRALOVANSZKY, 2006; PESSOA et al.,, 2012).Desde a
revolucdo industrial, os avancos envolvendo ciéncia e tecnologia vem contribuindo para gerar niveis
diferenciados de desenvolvimento entre as nacgbes, e assegurar niveis mais elevados no
desenvolvimento cientifico e tecnolégico (WAACK; AMOROSO, 2005; CARDINALI et al., 2012).

As abordagens mais modernas de biotecnologia estdo fundamentadas na incluséo de novas
descobertas, na descricao e no potencial de utilizacdo dos seres vivos, e como estes se relacionam com
0 meio ambiente, ocorre a expressado de seu metabolismo, na formacado de substancias quimicas com
diferentes pesos moleculares que atuam em diferentes niveis (KIRK; BORCHERT; FUGLSANG, 2002;
ALENCAR, 2011).

Os avancos biotecnoldgicos na producdo industrial das enzimas, por exemplo, vém
proporcionando sua aplicacdo nos diferentes segmentos industriais e biotecnoldgicos. A biotecnologia é
vista como sendo uma forte e confiavel tecnologia, relativamente de baixo risco, capaz de ser
implementada em larga escala e em grande variedade de setores industriais (PADILHA et al 2011;
BERLINCK, 2012).
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3.2 Enzimas

A origem da palavra enzima, remota ao termo grego énzymo ( én = no; zymos = levedura) que
surgiu a principio como nome genético para “fermentos” que atuavam na auséncia de organismos,
sugerido para o primeiro trabalho do fisiologista alemao Wilheln Friedrich Kuhne (1837-1900). Anos
depois foi sugerido que a denominagao se estendesse para todos os “fermentos” ndao organizados
(NELSON, COX, 2002; FAHEINA JUNIOR, 2012).

Catalisadores biol6gicos de natureza essencialmente proteica participam em varias reacdes
bioguimicas, tendo como papel fundamental o controle metabdlico. Estas moléculas aceleram reacbes
termodinamicamente viaveis, sendo extremamente versateis, estereoespecificas, e de elevada
importancia nos processos biotecnoldgicos. Normalmente os processos enziméticos tém acado rapida,
ndo apresentam toxidez nem geram problemas ambientais, ocorrem em condi¢cbes brandas de
temperatura e pH, atuando sobre um substrato especifico (DHIMAN, SHARMA, BATTAN, 2008;
RIBEIRO et al., 2013).

As enzimas nao apresentam perigo para 0 meio ambiente, porque sdo moléculas organicas
constituidas de grupos de aminoacidos presentes em todos o0s seres vivos. Sao providas de substancias
organicas de natureza proteica com atividade intra e extracelular que possuem funcdes catalisadoras. A
ampla diversidade quanto as caracteristicas das enzimas potencializa sua aplicagdo assim ha um
estimulo natural pela exportacéo da biodiversidade microbiana (DAMASO, 2008; SOUZA, 2012).

Apresentam uma configuracdo globular, constituidas de estruturas terciarias ou quaternarias,
cuja funcéo principal € atuar como catalisador bioldgico, acelerando a velocidade de diversas reacfes
quimicas existentes no organismo, sem, contudo serem modificadas durante o processo, pois possuem
elevada especificidade e estdo associadas a todos os eventos metabdlicos (SOUZA; RABELLO;
ASCHERI, 2012).

S&o0 biocatalisadoras e com propriedades que as tornam altamente requisitadas, sdo muito
ativas e versateis, realizando uma serie de transformacfes de modo seletivo e ripido. A grande
vantagem é que elas catalisam as transformacfes moleculares sem a ocorréncia de reacfes paralelas,
0 que é comum em sinteses quimicas devida sua especificidade (PATEL, 2002; PEZARRO, PARK,
2003; MOURA et al.,2013).
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As especificidades inerentes das enzimas residem em uma cavidade ou fenda de ligacdo do
substrato, que pode esta situada na superficie da proteina enzimatica. A cavidade, denominada de sitio
ativo, € um arranjo de grupos presentes em cadeias laterais de certos aminoacidos que ligam os
substratos através de ligacBes covalentes. Muitas vezes, os residuos de aminoacidos que formam o
sitio ativo se localizam em regides distantes, na sequéncia primaria e/ou mais proximas pelo
enovelamento da cadeia polipeptidica (TOSTES, 2006; OLIVEIRA 2007; FREITAS, 2013).

A utilizacdo de enzimas como catalisadores em processos industriais, mostra-se vantajoso, pois
sao consideradas especificas naturais e geralmente nédo apresentam elevada toxicidade, caracteristicas
desejaveis nos setores industriais e ambientais (FERNANDES, 2006; FEITOSA, 2009; TAVARES et al.,
2012). Novas enzimas e diversas utilidades estdo sendo descobertas a partir de trabalhos conjuntos de
equipes multidisciplinares da Microbiologia, Bioguimica, Quimica, Engenharia Bioquimica, entre outras
areas, complementando os conhecimentos que cada area possui sobre as enzimas (SOUZA, 2001,
CUZZl et al., 2011; ORLANDELLI et al., 2012).

O setor de producédo de enzimas apresenta muitas iniciativas de pesquisa e desenvolvimento,
que resultando na producdo de diversos novos produtos e no aprimoramento de processos e melhor
desempenho de produtos ja existentes no mercado. No entanto, o custo elevado de producéo e
purificacdo de enzima é um dos principais fatores que determinam a economia de um processo. Reduzir
os custos de producéo é fundamental para aplica¢des industriais (PARK et,, al. 2002; SANTOS et, al.
2013).

A producéo de enzimas microbianas tem sido um campo crescente da biotecnologia. Todas estas
enzimas produzidas industrialmente apresentam um elevado papel, para o potencial tecnologico de
processos industriais tais como o biobranqueamento de pasta de papel, a degradacado e desintoxicacao
de substancias recalcitrantes ou na industria alimentar. Assim, a producao eficiente destas enzimas em
um meio de baixo custo apresenta iniUmeras aplicacdes biotecnoldgicas. Nao se sabe precisamente
quando as enzimas passaram a ser utilizadas nas atividades cotidianas das sociedades primitivas.
Entretanto, as enzimas ja eram amplamente utilizadas sem que se conhecesse seu conceito e fungéo
exata (ZIMMER et al., 2009; LEVIN et al., 2012).
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O custo de producdo das enzimas microbianas de uma maneira geral € bem menor dos
utilizados para producdo de enzimas vegetais e animais. O tempo de produ¢do é muito mais curto para
sua obtencao, permitindo assim a utilizagdo de diversos substratos mais baratos na formulacdo dos
meios de manutencao e producdo e consequentemente de um maior rendimento na producéo devido a
otimizacdo das condicBes utilizadas nos processos fermentativos (SAID, PIETRO, 2002; HAKI,
RAKSHIT, 2003; TAVARES et al., 2011).

Dessa forma, as enzimas sao classificadas em seis grupos de acordo com o tipo de reacdo que
é catalisada: Oxiredutases, Transferases, Hidrolases, Liases, Isomerases e Ligases (GUIMARAES et
al., 2010; TAVARES et al., 2012; BISATTO, 2012).. A tabela 1 descreve as reacdes catalisadoras pelas

enzimas.

Tabela 1 — Principais classes enzimaticas. Fonte: PEREIRA, 2011

Classe da enzima Tipo de reacéo catalisada

. Catalisam reacodes de oxirreducao.
Oxiredutases ¢ ¢

Transferéncia de H,O ou elétrons.

Transferases Catalisam transferéncias de grupos entre moléculas.
Hidrolases Catalisam reacdes de hidrolises.

Liases Catalisam a adicao de grupos a liga¢des duplas e vice-versa.
Isomerases Catalisam reagfes isomerizagao.

Catalisa a unido de duas moléculas, associadas a ruptura da ligacéo

Ligases .
tirofosfato do ATP.

No entanto, o custo de producdo dessas enzimas € o principal fator que determinam a economia
de um processo o que limita sua aplicacdo em grande escala. Na Tabela 2 estéo listadas as enzimas e
suas respectivas aplicagfes (SOCCOL et al, 2010; SANTOS et al, 2012). A tabela 2 descreve as

aplicagfes industriais das enzimas.
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Tabela 2. Enzimas utilizadas em segmentos industriais e suas aplicacdes.

Fonte: KIRK, BORCHERT E FUGLSANG, 2002 in WEINGARTNER, 2010.

Setor industrial

Classe da enzima

Aplicacéo

Detergente

(lavanderia e lougas)

Alimentos
(incluindo laticinios)

Panificacéo

Bebidas

Téxtil

Papel e celulose

Gorduras e 6leos

Protease
Amilase
Lipase
Celulase
Mananase

Protease

Lipase

Lactase

Pectina metil esterase
Pectinase
Transglutaminase

Amilase

Xilanase

Lipase
Fosfolipase
Glicose oxidase
Lipoxigenase
Protease
Transglutaminase

Pectinase

Amilase

B -Glucanase

Acetolactato descarboxilase
Lacase

Celulase
Amilase
Pectato liase
Catalase
Lacase
Peroxidase

Lipase
Protease
Amilase
Xilanase
Celulase

Lipase
Fosfolipase

Remocédo de manchas protéicas

Remocédo de manchas amilaceas

Remocé&o de manchas lipidicas

Limpeza, clareamento da cor, anti-
redeposicao (algoddo) Remocgéo de manhas
de mananas (reaparecimento de manchas)

Coagulagao do leite, férmulas infantis (pouco
alergénico), sabor Sabor queijo Remogéo de
lactose (leite) Firmar produtos a base de
frutas Produtos a base de frutas Modificar
propriedades visco-eléasticas

Maciez e volume do péo, ajuste de farinha
Condicionamento de massa Estabilidade e
condicionamento de massa (emulsificante in
situ) Estabilidade e condicionamento de
massa (emulsificante in situ) Fortalecimento
da massa Reforgo da massa,
branqueamento de p&o Bolachas, biscoitos
Massa forte laminada

Despectinizagéo, trituramento Tratamento de
suco, cerveja de baixa caloria Trituramento
Maturacéo (cerveja) Clarificagdo (suco),
sabor (cerveja), tratamento da rolha de
cortica

Acabamento Denim, suavizac¢édo do algodao
Desengomagem Expurgo Branqueamento
terminal Branqueamento Remocéo do
excesso de corante

Controle de piches, controle de
contaminantes Remocao de biofilme
Melhoria dos processos de engomagem,
descoloragédo, drenagem

Incremento da agéo alvejante Melhoria dos
processos de descoloragédo, drenagem,
alteracéo da fibra

Trans-esterificagdo
Desengomacéo, producéo de liso-lecitina
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3.2.1 Lipases

As lipases (E. C. 3.1.1.3) s@o enzimas capazes de clivar a ligacéo éster de triacilgliceréis, e em
condicbes favoraveis realizam uma série de reacbes de sintese, como as de esterificacdo e
transesterificacdo. As lipases microbianas sdo as mais comumente usadas, pois possuem elevadas
caracteristicas para seu emprego em meios organicos (JAERGER, REETZ, 1998; SHARMA, CHISTI,
BANERJEEA, 2001; OLIVEIRA et al., 2013). Sao classificadas como hidrolases e atuam sobre ligacdes
éster presentes em aciglicerdis, liberando acidos graxos e glicerol, constituindo uma classe especial de
esterases. Escolhendo a lipase adequada é possivel controlar quais produtos sdo gerados e minimizar
as reacdes secundarias devido a sua especificidade (VECCHIA, NACIMENTO, SOLDI, 2004; HASAN, F
et al., 2006; MULLER, 2013).

Lipases microbianas constituem um dos grupos de enzimas que possuem uma imensa
variedade de aplicacdes biotecnoldgicas, principalmente pela versatilidade de suas propriedades, no
que se refere a atuagcdo enzimatica e especificidade ao substrato, e pela facilidade de producédo em
massa, sendo um dos grupos mais utilizados no segmento industrial (PAQUES; MACEDO, 2006;
FEITOSA et al., 2010; FACCHIN et al.,2013). Atuam na interface entre o substrato e uma fase aquosa,

em gue a enzima é dissolvida.

Enzimas hidroliticas, como as lipases, possuem elevadas aplicacbes promissoras no tratamento
de efluentes de indUstrias de fabricacdo de doces, sorvetes, laticinios, carne de indUstrias, na producéo
de farmacos, emulsificantes, alimentos, perfumaria, producdo de couros, producdo de aromas e
fragrancias, modificacdes de lipideos para biodiesel e lipideos estruturados e no pré- tratamento de
efluentes com elevado teor de lipideos gerados pela industria de alimentos (MACEDO et al., 2009;
MENDES, ALBERTON et al., 2010; CASTRO, GIORDANO, 2013).

A literatura descreve que isso acontece por atributos como alta conversdo de substrato em
produtos, facilidade de manipulacdo genética, rapido crescimento do micro-organismo produtor, e
utilizacdo de meios de cultivos baratos. O que torna as lipases microbianas ainda mais interessantes
para aplicacdes industriais (HORCHANI et al., 2009; ABREU, 2013).Tendo em vista a extensa
diversidade das lipases microbianas e a reduzida fracdo de identificacdo de micro-organismos

encontrados na natureza, a busca por novas espécies lipoliticas vem sendo cada vez mais intensificada.
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Vérias espécies de bactérias e fungos filamentosos séo utilizados por secretarem lipases
durante o crescimento em hidréfobos reciclados, substratos de baixo custo, sdo importantes fontes de
aplicacdes industriais. As lipases sdo geralmente produzidas e excretadas por fermentagdo submersa
ou fermentacao em estado sélido (GOMES et al., 2006; NAQVI et al.,2013).

A producgdo de enzimas lipoliticas microbianas é influenciada por fatores nutricionais e fisico-
quimicos. Fatores nutricionais como fontes de carbono e nitrogénio, fontes de lipideos e 6leos vegetais
(oliva, soja, milho, azeitona e girassol). Sao utilizados como fontes de carbono para melhorar a
producdo da enzima. As substancias ndo gordurosas ndo s&o utilizadas como fontes de carbono, a
presenca de lipidios no meio de cultura pode influenciar a atividade enzimatica. Porém para obter uma
alta produtividade na atividade lipolitica é necessario estudar cada fonte para encontrar as condi¢des
adequadas de elaboracao dos meios de producéo (FEITOSA, 2010; TOSCANO et al., .2011; SALIHU et
al., 2012; USCATEGUI et al ., 2012).

Apesar da ampla gama de aplicacdo das lipases, seu uso, assim como de qualquer
biocatalisador, € dificultado por estarem sujeitos a perda de atividade em diferentes condicdes fisicas,
quimicas e biolégicas (CRUZ, 2007; PACHECO, 2012). Na tabela 3 estdo descritas algumas das

aplicagbes industriais das lipases.

Tabela 3. AplicacGes Biotecnoldgicas de Lipases. Fonte: Adaptado de Colla; Reinehr; Costa, 2012.

Industria Acdo Produto c/ou Aplicacdo

Detergentes Hidrolise de Gorduras Remocéo de 6leos

. L Hidrélise de gordura do leite, Desenvolvimento de agentes
Derivados de Laticinios 9 9

maturacdo de queijos, flavorizantes em leite, queijos e
modificacdo de manteiga. manteiga.
Bebidas Aromas Bebidas
Gorduras e Oleos Transesterificacdo, hidrélise  Manteiga de cacau, margarinas,
acido graxos, glicerol, mono,
digliceridios.

- Transesterificagdo, hidrolise Lipideos especificos, digestivos
Farmacéutica

Cosmeéticos Sintese Emulsificantes,
Papel Hidrolise Melhoria da qualidade do papel
Limpeza Hidrélise Remocé&o de gorduras

Couro Hidrélise Produtos de couro
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Nas lipases, o sitio ativo fica localizado dentro de uma cavidade hidrofébica que pode ser
superficial ou profunda, de acordo com a homologia a que pertencem. Nesta cavidade se aloja o acido
graxo de modo a posicionar a ligacdo éster alinhada com o sitio ativo. Esta cavidade é geralmente
protegida por uma “cadeia” polipeptidica que se abre, expondo o sitio ativo, quando a lipase se encontra
na interface polar/apolar. Isto explica porque a grande maioria das lipases tem sua atividade aumentada
sobre substratos insolUveis em agua na interface 6leo/agua (SHARMA, CHISTI, BANERJEEA, 2001,
RIGO, 2009; OLIVEIRA et al., 2013).

A estrutura da enzima e forma do sitio ativo podem ser afetadas por qualquer agente capaz de
provocar mudancas conformacionais na estrutura proteica, provocando assim alterac6es na forma do
sitio ativo. Fatores que exercem influéncias desse tipo na estrutura enzimatica contribuem para a
diminuicdo de sua capacidade catalitica podendo ainda levar & inativacdo da enzima (GAUR, GUPTA,
KHARE, 2008; CAPUTO 2012). A figura 1 mostra mecanismos interfaciais de lipases em interfaces
hidrofébicas.

Figura 1. Mecanismos interfacial de lipase em interfaces hidrofobicas.

Sitio ativo
lid === 7ona hidrofébica
>
=== 7ona hidrofilica
Lipase fechada e Lipase ativada
inativa interfaciaimente

Interface hidrofébica

Fonte: RODRIGUES, 2009.

3.2.2 Fermentacao Submersa (FSm)

Os processos submersos sdo aqueles em que o micro-organismo, ou mesmo outras células,
desenvolvem-se em meio de cultura com excesso de agua sob agitacdo. As fermentacdes sao conduzidas
em biorreatores agitados mecanicamente, com volumes que podem chegar a 1000 m* (KIRK,
BORCHERT, FUGLSANG, 2002; CASTRO, PEREIRA JUNIOR, 2010; FAHEINA JUNIOR, 2012). O termo
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fermentacéo, diferentemente de sua definicdo bioquimica, € utilizado na area de engenharia em processos
tanto aerobio como anaerobios (HOLKER, HOFER, LENZ, 2004; CAMELINI, 2010).

A fermentacdo submersa é tradicionalmente utilizada para produg¢do de enzima, pois ha melhor
controle de alguns parametros importantes do processo como pH e crescimento celular, além de ser
facilitada a recuperacdo de enzimas extracelulares e a determinacdo da biomassa. E principalmente
utiizada em fermentacdes bacterianas (FERNANDES, 2006; OLIVEIRA; WATANABE; RODRIGUES,
2011).

Este processo é o mais empregado para a producao de enzimas lipoliticas devido a facilidade dos
micro-organismos crescerem em condicGes controladas de pH e temperatura. A producdo de enzimas
lipoliticas pode ser realizada em diferentes sistemas, como em escala laboratorial em frascos agitados e
agitadores de bancada, como em escala industrial, ou fermentag6es industriais (ELLAIAH et al., 2004;
KANWAR et al., 2002; MAHADIK, 2004; FEITOSA, 2009).

A fermentacdo submersa tem aplicacBes industriais, na area de alimentos e farmacéutica para
obtencdo de agentes flavorizantes, polissacarideos, vitaminas, enzimas, acidos orgéanicos e antibioticos.
Na FSm de micro-organismos 0s principais fatores que afetam o processo sdo a disponibilidade de
carbono, tais como agucares e outros carboidratos, fontes orgéanicas e inorganicas de nitrogénio, ions
inorganicos como fosfato, magnésio, ferro, cobre, manganés e zinco que sao necessarios para o

crescimento.

3.2.3 Micro-organismos Produtores de Lipases

A literatura descreve que diversos fungos filamentosos isolados de solo sdo considerados
produtores de lipase e vém sendo utilizado em técnicas de culturas de enriquecimento. Uma revisao
recente tem proporcionado uma visdo abrangente das fontes, isolamento, purificacdo e aplicacdes de
lipases fungicas. A habilidade de degradacdo de compostos por micro-organismos é consequéncia da
evolucdo dos sistemas enzimaticos de células procariotas e eucariotas, coexistindo com uma enorme
variedade de substancias naturais de diferentes origens. Esta diversidade de substratos potenciais ao
crescimento resultou, entdo, no aparecimento de enzimas aptas a transformar moléculas organicas com
estruturas bastante distintas (BOUWER; ZEHNDER, 1993; LINK, ONOFRE, 2010; NAGARAJAN, 2012).
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Estes microrganismos estdo presentes em todos os ambientes e sdo economicamente
importantes no campo da medicina, da fitopatologia e da industria, além de serem ecologicamente
importantes como decompositores (VECCHIA, FONTES, 2007). Os fungos filamentosos se destacam
devido a sua facilidade de cultivo, por secretarem suas enzimas diretamente no meio em que se
encontram, ndo necessitando de ruptura celular para sua liberacdo. Adicionalmente, apresentam
elevados niveis de producdo enzimética, com grande potencial para diversas aplicacfes industriais
(POLIZELI et al., 2005, GUIMARAES et al., 2006; STROPARO, 2012).

Nos micro-organismos, as lipases podem apresentar atividade fosfolipidica, sendo utilizadas
como mecanismo de defesa, acidos graxos livres sao liberados e auxiliam na adesao tecidual célula-
célula e célula-hospedeira (SAXENA et al., 2003; JAEGER , KOLMAR, 2005; MESSIAS et al., 2011).
processos biotecnolégicos industriais e ambientais tem sido uma das alternativas mais viaveis
empregadas nos Ultimos anos, devido as suas inlmeras vantagens apresentadas como: a elevada
capacidade fisiolégica de reproducado e producdo de diversas substancias em diferentes temperaturas,

pHs e meios de cultivo (CETEM, 2011; SILVA et al., 2012).

O uso de micro-organismos como fonte biotecnolégica de enzimas relevantes para processos
alimenticios tem estimulado o interesse na exploracdo da atividade enzimatica extracelular. Dentro
deste contexto, os fungos desempenham importante papel no processo de bioconservacao, pois podem
reduzir a quantidade de residuos, minimizarem a polui¢éo, formar produtos de interesse as industrias de
alimentos, papel, farmacos, entre outros (RAJENDRAN, PALANISAMY, THANGAVELU, 2009; CRUZ,
2012).

Os fungos filamentosos s&o reconhecidos como fontes de lipases extracelulares, facilitando a
recuperacdo da enzima a partir do caldo de cultura. Assim, a producéo de lipase depende largamente
de micro-organismos, praticas de cultura (fermentagfes liquidos ou sélidos), composi¢cdo do meio e
biorreator. Os micro-organismos secretam lipase durante o crescimento em residuos organicos e agro-
industriais que sdo como fonte significativa de nutrientes que podem servir como meios de crescimento
na producado de lipase. No entanto, a disponibilidade de lipases possuindo caracteristicas adequadas

para uma aplicacdo especifica ainda € um fator limitante (ALONSO et al, 2005, SALIHU et al, 2012).

A literatura reporta que uma variedade de micro-organismos é capaz de produzir enzimas,
através da fermentacdo, em condi¢cdes experimentais definidas. Entretanto, a quantidade de enzima
produzida, na maioria dos casos somado ao custo associado ao meio de cultivo inviabiliza a
transposi¢éo do processo para escala industrial. Dessa forma, a identificacdo de micro-organismos que

produzam quantidades de enzimas, bem como a busca por meios de cultivo de baixo custo, torna-se
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oportuna para aperfeicoar a producdo industrial de enzimas de interesse biotecnolégico gerando
economia no processo produtivo (OLIVEIRA et al, 2007, JESUS et al, 2013).

A producdo de lipase extracelular microbiana depende das condi¢cdes de cultivo como a
guantidade de nitrogénio e carbono disponiveis, a presenca de sais inorganicos que pode estimular ou
inibir a producéo da enzima, ou a disponibilidade de oxigénio dissolvido e o arejamento. Os fatores
ambientais como o pH e temperatura também sao importantes para a producdo. Fungos filamentosos
podem ser produtores de enzimas de importancia biotecnolégica e enzimas produzidas por esses micro-
organismos apresentam caacteristicas importates para a aplicacdo em bioprocessos (SILVA, 2012,
RESENDE te al, 2013).

De forma geral, as lipases podem ser extraidas de diferentes fontes, microrganismos, animais e
vegetais. As produzidas por fontes microbianas sdo as mais utilizadas, que sdo mais comuns na
natureza e podem ser isolados de diversos habitats, sendo especilamente valorizadas por serem
estracelulares o que facilita sua recuperacédo do meio de cultivo (MAHADIK et al., 2002; CARVALHO et
al., 2003; COLLA, REINEHR; COSTA, 2012).

0S micro-organismos mais descritos como bons a produtores de lipases sdo fungos dos
géneros Rhizopus, Aspergillus, Penicillium, Geotrichume, Fusarium. Mucor e leveduras do género
Yarrowia lipolitica e bactérias como Bacillus. Micro-organismos de uma mesma linhagem possuem o
potencial de produzir enzimas com caracteristicas completamente ou parcialmente diferenciadas, e por
este motivo a busca por novas fontes microbianas continua sendo foco de varios pesquisadores

(BARBOSA, 2011). A Tabela 4 descreve géneros de micro-organismos produtores de lipase.

Tabela 4. Micro-organismos produtores de lipase. Fonte: WOLSKI, 2009

Micro-organismo Atividade lipolitica Autor/Referéncia

Aspergillus niger 4,29 U/mL ELLAIAH et al (2004)
Ralstonia pickettii 8,5 U/mL HEMACHANDER et al (2001)
Penicillium simplicissimum 2,4 U/mL SZATAFER et al (1992)
Candida rugosa 14,9 U/mL BENJAMIN E PANDEY (1997)
Aspergillus niger 4,1 U/mL MAHADIK et al (2004)
Rhizopus arrhizus 3,15 U/mL YANG et al (2005)

Penicillium verrucosum 3,15 U/mL KEMPKA et al (2008)
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3.3 Género Aspergillus

3.3.1 Caracteristicas Gerais

O género Aspergillus, consiste de fungos filamentosos, espécies descritas como anamorfos
(reproducdo assexuada) e de dispersdo cosmopolita, podendo ser encontrados principalmente em
material vegetal em decomposicdo. Atualmente sdo conhecidas aproximadamente 250 espécies,
demonstrando a grande diversidade e variabilidade encontradas no género. Pertencentes ao reino
Fungi, filo Ascomycota, ordem dos Eurotiales, familia Trichocomaceae e género Aspergillus. Pertencem
também ao grupo dos hyalihyphomyces, os quais formam esporos. E considerado “tropical’, devido ao
fato de ser muito encontrado em paises desta natureza e que possuem uma grande variacdo de
temperatura (RITTER, 2007; MARTINS 2012).

Suas colénias podem apresentar coloracdo branca, rosada, amarela, amarelo-esverdeada,
amarronzada ou verde. Entre as espécies mais conhecidas, encontram-se o Aspergillus flavus, A. niger,
A. oryzae, A. nidulans, A. fumigatus, A. clavatus, A. glaucus, A. ustus, A. versicolor A. sojae, A.
awamori, A. usamiy, A. kawachii. E um dos géneros mais utilizados na industria da biotecnologia por
seus elevados niveis de secrecao de proteina para a producao de enzimas microbianas na utilizagédo
alimentar. Algumas espécies sdo usadas tradicionalmente no norte da Africa, na fermentacdo de gréos
para a producdo de alimentos e bebidas (GUPTA et al., 2003; PANDEY et al., 2005; SOARES et al.,
2010; VITA, 2013).

Figura 2. Imagem do género Aspergillus sp.
cF R AN &

Fonte adaptado: LACAZ et al., 2008.
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Consequentemente sdo 0os mais estudados devido a sua elevada capacidade de fermentacéo e
altos niveis de producdo enzimética, principalmente aquelas utilizadas na hidrélise de polissacarideos
da parede celular das plantas e na indastria de alimentos. Em particular, tem sido utilizado com muito
sucesso para a producdo de proteinas recombinantes, tanto de origem fangica como de outras fontes, e
podem ser cultivados em larga escala em fermentadores industriais. Entre os fungos microscopicos
esse género € conhecido por sua ubiquidade e caracterizado ela formacdo abundante de esporos.
(LOPES, 2011; GOTTSCHALK et al., 2013). Encontrados em solos de clima temperado, contém um
gene que codifica uma ac¢éo positiva e regula a transcricdo de aflatoxinas. (SUBHASH, MOHAN, 2011;
OLIVEIRA, 2013).

Figura 3. Morfologia representativa do género Aspergillus
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Fonte Adaptado: ROCHA, 2010.

Estudos realizados por SANTOS, LINARDI, 2004; SILVA, RONDON, 2013 utilizaram fungos dos
géneros Aspergillus, para biodegradacdo de compostos fendlicos, pois sdo capazes de degradar
compostos aromaticos em seu metabolismo por meio de enzimas catabdlicas celulases, lacases,

proteases e fenol-hidroxilases.

Cerca de 50 novas espécies de Aspergillus foram descritas desde 2000, com base em
caracteristica morfolégica e molecular, sendo muitos deles morfologicamente indistinguiveis. Os
critérios morfolégicos utilizados para a classificacdo da espécie do género Aspergillus baseiam-se na
utilizacdo de meios de culturas e diferenciais que temperaturas de incubacdo no desenvolvimento de
caracteristicas que podem ser (teis para a sua identificacio RODRIGUEZ, 2007; ALVARENGA et al,
2012).
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3.3.2 Aspergillus sp

Reproduzem-se por meio de ciclos assexuados; nessa Ultima forma, as hifas originam
ramificacdes denominadas conidi6foros, local de armazenamento e desenvolvimento de esporos. O
conhecimento da forma e tamanho dessas estruturas reveste-se de grande importancia em
microbiologia, visto que a observacdo dessas caracteristicas, peculiares a cada género ou espécie,
proporcionara facilidades no processo de identificacdo dos fungos. Esta espécie apresenta-se como um
bom produtor de lipase extracelular por ter capacidade de fermentar uma grande variedade de matérias
primas (ANDREATTI FILHO, 2007; SBARDELOTTO et al., 2013.)

Alguns dos fungos produtores de lipase comercialmente mais importantes sao reconhecidos
como pertencentes ao género Aspergillus sp. A producdo de lipase por fungos filamentosos varia de
acordo com a composi¢do do meio, condigbes de cultura, o pH, temperatura, e o tipo de fontes de
carbono e nitrogénio (MACIEL, 2006; WEINGARTNER, 2010 TREICHEL et al, 2010).

Os géneros de fungos filamentosos sdo considerados importantes agentes decompositores de
materiais lignoceluloliticos e encontrados em abundéancia nos solos. Estes grupos de microorganismos
nao representam um grupo predominante no solo, e sua ocorréncia esta condicionada a fatores como
pH, umidade e quantidade de matéria organica (ZILLI, 2003; BARROS, 2012).

Figura 4. Corpo de frutificagdo do fungo Aspergillus sp. Visto ao microscopio éptico.

Aspergillus spp

Fonte: Adaptado BARROS, 2012.
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3.4 CAATINGA

A caatinga é a vegetacdo predominante na regido Nordeste, cobrindo 54,53% dos
1.548.672Km2 de area. Envolvendo areas dos estados do Ceard, Rio Grande do Norte, Paraiba,
Pernambuco, Alagoas, Sergipe, sudoeste do Piaui e partes do interior da Bahia e do Norte de Minas
Gerais. Esse bioma possui caracteristicas restritas e peculiares que vém confirmar sua exclusividade de
ocorréncia no territério brasileiro (ANDRADE et al., 2007; RODAL, COSTA, SILVA, 2008; MARANGON
etal., 2013).

Mesmo com a existéncia de varios estudos, parece consensual a falta de uma definicdo clara de
“Caatinga”, que seja oficialmente aceita e reconhecida pela maioria dos estudiosos do tema. A
precipitacdo anual varia de 150mm a 1300mm e média de 700mm. A temperatura média esta em torno
de 28C, com minima de 8 e maxima ao redor de 40°C, e umidade relativa do ar em torno de 60%. Os
solos predominantes da regido sao classificados como latossolos, litélicos, podzodlicos, brunos nao
calcicos, areias quartzosas e os planossolos solédicos. Quimicamente, podem ser adequados, mas,
normalmente apresentam restricbes fisicas, drenagem irregular, acidez e pouca vocacdo agricola
(ARAUJO FILHO et al., 2002; PEREIRA FILHO et al, 2013).

O solo armazena organismos vivos e proporciona altas taxas metabdlicas que ocorrem em seu
interior, por existirem raizes e decomposi¢édo da matéria organica. E nesta regido, a da rizosfera, onde
existe maior atividade microbiana, em razdo da presenca de exsudatos e secre¢des radiculares, que
representam a maior parte do carbono disponivel para os micro-organismos. Sem a influéncia das
raizes e da atividade da biota que funcionam de forma simbibtica, o solo pode ser considerado
oligotréficos ou relativamente pobre em fontes de carbono disponiveis (ARAUJO, MONTEIRO, 2007;
BARROS, 2012).

A reciclagem de nutrientes acumulados na superficie do solo desempenha um importante papel
para obtencdo de micro-organismos como, por exemplo, os fungos conidiais, que s&o o6timos
decompositores deste ambiente. Apesar das condigbes extremas, estudos comprovam que a caatinga €
rica em espécies de animais e vegetais, embora apresente condicbes de solo bastante alterado pela
perturbacdo e degradacdo ambiental causada pelo uso irracional dos recursos naturais 0 que tem

levado a rgpida perda de espécies e de processos ecoldgicos importantes para a manutencao dos seus
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ecossistemas (GIONGO et al., 2012; MELLO et al., 2012).

De acordo com o instituto Brasileiro de geografia e Estatistica € o Bioma mais representativo do
Semiarido Tropical Brasileiro, sendo considerado um bioma completamente Brasileiro possui um dos
tipos vegetacionais brasileiros mais complexos, cujas caracteristicas principais séo florestas arboreas
ou arbustivas, compreendendo principalmente arvores e arbustos baixos muitos dos quais apresentam
espinhos, microfilia e caracteristicas xerofiticas (figura 4). Obtendo-se assim uma enorme
biodiversidade de micro-organismos, os fungos, por exemplo, tém um importante papel na ciclagem dos
nutrientes acumulados na superficie do solo. (IBGE, 2010; GIONGO et al., 2012). A figura ilustra o
bioma da caatinga de Pernambuco.

Figura 5. Caatinga de Pernambuco.

s i 7

Fonte: CORREIA 1996.

A imensa diversidade de micro-organismos existentes em regides pouco estudadas como a
caatinga do Estado de Pernambuco, justifica a busca por novos produtores de enzimas. O clima semi-
arido submete sua biota a condi¢cdes climaticas extremas, parte do conjunto de ecossistemas de
latitudes tropicais e subtropicais, a vegetacdo predominante da caatinga torna a cadeia alimentar de
sistemas 4&ridos baseada primariamente nos fungos (CRUZ; GUSMAO, 2009, BOTTCHER;
BONSCHERUER, 2010; IPA, 2012).
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3.5 UTILIZACAO DE RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

A reducd@o nos custos de producao tem sido uma das formas de ampliar o uso de enzimas em
diversos segmentos industriais. A otimizacao da fermentacédo e do processo de producgéo, tém sido alvo
de extensas pesquisas e, nesse sentido, a utilizacdo de residuos agroindustriais como substratos
alternativos em processos fermentativos vem sendo estudado por diversos pesquisadores (SOCCOL,
VANDENBERGHE, 2003; OLIVEIRA et al., 2007; SILVA et al, 2012).

O aumento da conscientizacdo ecoldgica, iniciado no final do Século XX, deixou claro que o
grande desafio da humanidade para as proximas décadas € equilibrar a igualdade social e a
sustentabilidade ambiental. Consequentemente o desenvolvimento de tecnologias limpas visando a
producdo de compostos organicos com aplicacdes industriais, a partir de recursos renovaveis deve se
tornar a nova matriz da producéo industrial como é o caso da biomassa vegetal (BOTELLA et al., 2007;
SANTOS et al., 2012).

A grande expansdo agroindustrial, paralela a utilizacdo dos recursos ambientais tem mobilizado
varios segmentos da sociedade para a correta gestdo ambiental destes, e assim tem-se aplicado
politicas ambientais, a fim de diminuir impactos negativos a natureza. O termo residuo, geralmente, é
associado a lixo, porém, sabe-se hoje que os residuos sélidos sao considerados como aqueles que
possuem valor econémico agregado, por possibilitarem seu reaproveitamento, viabilizando os residuos
da biomassa transformados em matéria prima para diversos outros processos (SILVA et al., 2011;
SCHNEIDER et al., 2012).

O residuo necessita de destino adequado, e sua disposicdo no meio ambiente, através de
emissGes de matéria e energia depositada na atmosfera, agua ou solo deve ocorrer nos padrdes da
legislacdo ambiental. Cada pais ou regido possui um residuo especifico devido a sua atividade agricola
ou industrial. Os residuos agroindustriais apds o processamento de matérias-primas apresentam maior
valor agregado, e pela vocacao natural que o Brasil possui para sua geracao acredita-se que o potencial
de ganhos para o pais seja de grandes proporc¢des (PELIZER et al., 2007; CASTRO,2010; STROPARO,
2012; GONZALES et al., 2013).

Devido a elevada demanda pela industrializacdo e consequente exploracdo dos recursos
naturais, uma quantidade muito elevada de residuos tem se acumulado no meio ambiente. Residuos
organicos que nao sao reciclados podem ser reaproveitados, em muitos casos, como ingredientes em

formulacdes de novos produtos e, por processos biotecnolégicos, pode ser valorizado quando utilizados
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como substratos para a geracdo de produtos como enzimas e antibidticos. Residuos gerados nas
atividades agroindustriais sejam eles sélidos ou liquidos, em virtude de serem ricos em matéria organica
e nutrientes sao utilizados pelas plantas e micro-organismos do solo (PRIMO et al., 2010; SANTOS et
al, 2012).

O processo de enriquecimento em rejeitos agroindustriais utilizando-se micro-organismo pode
ser realizado através de uma fermentacéo (cultivo) que possibilite a utilizacdo desses rejeitos como
substrato. Porém devem-se criar, apds o enriguecimento, condi¢cdes nas quais o residuo enriquecido
esteja protegido e livre das a¢cdes maléficas dos fatores que condicionam sua deterioragdo (CAMPOS et
al., 2005; CAMPOS et al., 2012; HOFSKY,2013).

Esses residuos gerados podem ser usados como substrato para o crescimento celular. A
matéria organica presente neste material é usada como fonte de energia para o crescimento e 0
carbono para a sintese de biomassa e dos produtos do metabolismo microbiano. Varios residuos
agroindustriais podem ser utilizados como substrato, como o bagaco de laranja, farelo de trigo e de
arroz, farelo de soja, polpa de maca, polpa de café, quirela do milho, bagaco de cana, bagaco de
abacaxi, pedunculo de caju etc (PANDEY 2002; TAVARES, 2012).

A obtencdo de novos materiais, produtos, co-produtos e substancias quimicas a partir de
residuos agroindustriais tém encontrado espaco e vem sendo desenvolvida. Além da ampliacdo do
mercado, pela disponibilizacdo e valorizagdo de novos produtos, o desenvolvimento de novos usos de
produtos agropecuarios e de tecnologias que revertam o conceito de residuo para o de matéria-prima
para a producdo de novos materiais € imprescindivel para otimizar a eficiéncia do agronegdécio além de
reduzir o impacto ambiental(SOFFNER, 2001; REGINA et al., 2009; F.ROSA. M. et al., 2011).

3.5.1 FARELO TRIGO

No Brasil, aproximadamente 10 milh6es de toneladas de trigo sdo beneficiadas por ano. Desse
total, cerca de 75% é destinado a producéo de farinha de trigo utilizada na alimentacdo humana, e os
25% restantes sdo considerados residuos, comumente vendidos como farelo de trigo, segundo
pesquisa realizada pela Associagdo Brasileira da Indastria do trigo (2012).0s subprodutos do
processamento do grdao de trigo (farinheta, farelo fino e farelo grosso) apresentam diferentes
granulometrias e composic¢des nutricionais.(ROSTAGNO et al., 2011; WESENDONCK, 2013).
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Este ingrediente compreende as camadas mais externas do grdo, incluindo a aleurona e algum
endosperma aderido, sendo constituidos principalmente por arabinoxilanas (36, 5%) celulose (11%),
lignina (3 a 10%) e acidos urdnicos (3 a 6%), além das proteinas. As arabinoxilanas do farelo de trigo
apresentam conhecida propriedade de reter agua e promover a viscosidade em solu¢des (BERGMANS
et al., 1996; FERREIRA, 2013).

Como o consumo do trigo ndo se da de forma direta, os gréos precisam ser processados através
da moagem e refinamento para obtencdo da farinha de trigo. E do interior dos grédos que ¢ extraido a
farinha. Neste processo, o residuo gerado é a casca do grao, também conhecido como farelo de trigo. A
farinha é comercializada para fins industriais e alimenticios enquanto o farelo € comercializado, sendo
incorporado em racBes animais, tendo em vista ser um material rico em fibras e proteinas (LIMA, 2003;
GRAZIELA SILVA, 2007; ROSTAGNO et al., 2011).

3.5.2 FARELO DE ARROZ

O farelo de arroz é obtido por meio de processos de parbolizacdo do arroz. Neste processo 0
grao do arroz com casca é submetido ao tratamento hidrotérmico. O procedimento é feito geralmente
quando o rendimento do grédo de arroz inteiro € reduzido pela quebra do grdo durante o descasque
(SILVA et al., 2006; PACHECO, 2013).

O farelo de arroz € um dos residuos gerados durante o processo de beneficiamento do grdo de
arroz. Possuem quantidades significativas de carboidratos, proteinas, lipidios, fibras insolaveis,
vitaminas e minerais (SAUNDERS, 1990; LACERDA et al., 2010). As fibras do farelo de arroz s&o
componentes que possuem boa capacidade de absorcdo de 4gua e 6leo e por isso podem contribuir
para o desenvolvimento de uma enorme variedade de produtos industrializados que requerem estas
propriedades. Algumas aplicacGes desse residuo, como para nutricdo animal, extracao de proteina para
uso alimenticio e emulsificante, ja séo utilizadas como formas de valorizagdo ((SOARES JUNIOR et al,
2008; NUNES et al., 2012).

Um dos subprotudos do beneficiamento do arroz tem grande potencial de tornar-se
matéria-prima de baixo custo, enquadrando-se nos principios da Quimica Verde (Quimica
Sustentavel) com importancia fundamental na transicdo para uma matriz energética renovavel e de
baixo impacto ambiental (ZULLAIKAH et al., VICH, MANSOR,2009; PEREIRA, 2013)
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3.5.3 OLEOS RESIDUAIS VEGETAIS

Uma variedade de subprodutos, incluindo derivados de 6leos vegetais, residuos de destilaria de
Oleos tem sido utilizados na producgéo de muitos metabdlicos microbianos. A disponibilidade e o tipo de
matéria prima podem contribuir consideravelmente para custo de producdo. Por outro lado, s&o
despejados residuos poluentes a cada ano por todo o mundo. O tratamento e a remocdo destes
residuos também apresenta um alto custo para varias indastrias (MUKHERJEE et al.,2006;
SOBRINNHO, 2007).

Os Oleos alimentares usados sao uma matéria prima alternativa promissora aos 6leos virgens,
porgue sao mais baratos. Por outro lado, com a sua valoriza¢do nédo sera necessario suportar 0s custos
decorrentes da sua eliminagdo e/ou tratamento. No processo de fritura, o 6leo é aquecido a altas
temperaturas durante periodos relativamente longos. Por vezes, devido razdes econdmicas, 0 mesmo
Oleo é usado inUmeras vezes, 0 que acarreta diversas alteracdes fisicas e quimicas (FELIZARDO et al.,
2006; LAM, LEE, MOHAMED 2010).

Algumas alteracdes fisicas séo observadas durante o aquecimento do 6leo, o aumento da
viscosidade, aumento do calor especifico, alteracdo da tensdo superficial e da cor. As reacbes que
podem ocorrer sdo de trés tipos: oxidacdo, polimerizacéo e hidrélise. Triglicerideos presentes no 6leo
sdo compostos organicos oxidaveis. A oxidacdo acelerada pela temperatura e pela luz provoca o
envelhecimento do 6leo devido ao contato com o oxigénio atmosférico. Quando o 6leo é constituido por
moléculas insaturadas, é mais propicia a ocorréncia da sua oxidacdo, bem como a produtos
degradados ( ALZUHAIR, 2007; OLIVEIRA, 2010).

A utilizacdo dos rejeitos de 6leo de fritura oriundos de restaurantes e empresas de géneros
alimenticios apresenta-se como uma alternativa para reciclagem deste contaminante ambiental devido a
sua abundéancia e aos baixos custos. As propriedades dos 6leos residuais podem variar em funcdo de
diversos fatores e podem influenciar na producéo de varios bioprodutos. Uma vez constatado que o Oleo
ja ndo é mais apropriado para consumo, 0 mesmo nao deve ser descartado na rede publica de esgoto,
pois provoca impactos ambientais significativos. Os 6leos nos esgotos pluviais e sanitarios emulsificam-
se com a matéria organica, ocasionando entupimentos em caixas de gordura e tubulagbes (SABESP,
2011; WEBER, 2013).
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ReEsumo: O setor de produgdo de enzimas microbianas tem crescido nas Ultimas décadas, motivado pela
crescente utilizacdo de enzimas nos diversos segmentos industriais. Novas iniciativas em pesquisa e
desenvolvimento resultam na produgdo de diversos novos produtos e no aprimoramento dos processos e
desempenho de produtos ja existentes no mercado. Os fungos filamentosos compSem o grupo de micro-
organismos com maior nimero de espécies produtoras de compostos biotecnolégicos utilizados em diversos
ramos industriais e apresentam uma imensa variedade morfolégica e um elevado potencial bioquimico e
fisiolégico. O género Aspergillus se destaca por apresentar um elevado potencial na producédo de bioprodutos de
alto valor agregado, principalmente em enzimas microbianas. A selecdo adequada dos nutrientes na elaboracdo
dos meios de producdo de lipase envolve uma série de estudos prévios para introducdo de substratos que
quimicamente sejam constituidos de acidos graxos de cadeia longa, e possam produzir a enzima em maiores
guantidades. A Caatinga é uma regido pouco explorada biotecnologicamente, possuindo uma imensa populacéo
microbiana que apresenta um elevado potencial enzimatico desconhecido. Foram realizados ensaios de selecao
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utilizando 6 meios de producéo diferentes para producéo de lipase, utilizando as amostras denominadas SIS 10 e
SIS 16 isoladas da Caatinga de Pernambuco. Os ensaios de producdo ocorreram a 150 rpm, 28°C, durante 144
horas. Os resultados obtidos evidenciaram que o melhor meio testado foi 0 meio 4 com a amostra SIS 16, obtendo
uma producéo de 2,16 U/mg de lipase.O estudo da selecdo de meios de producdo de enzimas microbianas é um
recurso necessario para obtencédo de novos meios com elevado potencial de produgéo.

PALAVRAS-CHAVE: selecdo de meios, Aspergillus, lipase fungica.

ABSTRACT: In last decades the area of microbial enzymes production has grown as a function of the increasing use
of enzymes in various industrial segments. New insights in the research and development result in the production
of several new products and improve processes and performance of existing products on the market. Filamentous
fungi are a group of microorganisms with a high number of species that produce biotechnological compounds used
in various industries and present a high variety of morphological, biochemical and physiological potential. The
Aspergillus genus exhibits a high potential for the production of high value-added bioproducts, especially enzymes.
The selection of the nutrients for media related to lipase production involves a number of prerequisites for
introducing substrates chemically consisting of long-chain fatty acid, and result in a high enzyme content. The
Caatinga is a Biome little explored biotechnologically having an immense microbial population with a high and
unknown potential for enzymes productivity. Screening studies were conducted using 6 different production media
for lipase using isolates named SIS 10 and SIS 16 obtained from soil Caatinga of Pernambuco. The production
trials occurred at 150 rpm, 28 °C, during 144 hours. The results showed that the isolate SIS 16 grown in medium 4
presented an activity of 2.16U/mg lipase. The study the culture media selection for microbial production of enzymes
is a necessary tool for the new media composition with a high production potential

KeEYwoORDS: media selection, Aspergillus, fungal lipase

1 INTRODUCAO 2012), possuindo a capacidade de catalisar reacdes
de esterificacéo, transesterificacéo e interesterificacéo
em solventes organicos (VILLENEUVE et al., 2000;
CARVALHO et al., 2000; SATOH et AL., 2002; AKOH
et al., 2004; BASSEGODA et al., 2010; STERGIOU et

al., 2013). Esta classe de enzimas é produzida por

A utlizagdo de diferentes tipos de enzimas nas
inddstrias tem surgido como uma das possibilidades
de tornarem o0s processos tecnolégicos mais
eficientes, com elevados rendimentos e sem causar
grandes danos ao meio ambiente (HASAN et al.,
2006; NIGAN, 2013). A demanda mundial de utilizacédo

dessas enzimas tem crescido anualmente, sendo mais

animais, vegetais e diversos géneros de micro-
organismos (POKORNY, FRIEDRICH, 1994; GUPTA
et al., 2004; ZHAO et al.,, 2013), sendo definidas

0 e I i .. . . .

Estados Unidos, Europa e Japdo. Existe uma o . . ) _
acilglicerdis de cadeia longa, ou seja, com cadeia acila

expectativa de crescimento deste mercado e espera- L . |
constituida por mais de 10 &atomos de carbono.

se para os préximos anos, gastos superiores a 2,7 ) . ) .
Enzimas que apresentam a capacidade de hidrolisar

bilhdes de délares, com previsdes futuras de aumento

em torno de 4% (JOHANNES, ZHAO, 2006; IYER,

ANANTHANARAYAN, 2008; DEMAIN, ADRIO, 2008;

Ll et al., 2012; ADRIO, DEMAIN, 2014).

apenas acilglicer6is de cadeia com menos de 10
carbonos, sdo denominadas genericamente como
esterases (THEIL,1995; VERGER, 1997; REIS et al.,
2009; GHALY et al., 2010; SCHRECK, GRUNDEN,

. _ . 2013).
As lipases (E.C.3.1.1.3) sdo enzimas que catalisam a

hidrélise de gorduras e 6leos, liberando acidos graxos,
diacilglicerois, monoacilgliceréis e glicerol (HASAN,
SHAH, HAMEED, 2006; COLLA, REINEHR, COSTA,

Esse grupo de enzimas possui diversas aplicacdes
industriais, através de sua utilizacdo na producéo de

alimentos, detergentes (hidrélise de gorduras),
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cosméticos (remocao de lipideos), tratamento de
efluentes (decomposicdo e remocgdo de substancias
oleosas). Também sédo utilizadas como
biocatalisadores ideais em quimica organica, quimica
fina (sintese de ésteres), industria farmacéutica e na
producdo de aditivos alimentares (intensificacdo de
aromas) (HOUDE et al., 2004; HASAN et al., 2006;
TREICHEL et al., 2010; ANBU et al., 2013; LOU et al.,
2013; CIRIMINNA, PAGLIARO, 2013; SHARMA,

KANWAR, 2014).

As lipases microbianas sdo consideradas versateis,
pois apresentam uma série de vantagens em relagao
as lipases produzidas por células animais e vegetais
(SETH, et al, 2014), que vdo de um elevado
rendimento de conversdo do substrato em produto,
grande versatilidade de adaptacdo as condicBes
ambientais, e devido a sua capacidade de realizar
reacdes de catdlise em condicbes extremas de
temperatura e pH e solventes organicos com quimio-,
regio- e enantioseletividade (BERGLUND, 2001;
MURALIDHAR et al., 2002; JAEGER, EGGERT,
2004; SHARMA, KANWAR, 2014).

A estrutura quimica e as caracteristicas cinéticas das
lipases microbianas produzidas variam dependendo
do micro-organismo,

género, espécie, e da

composicdo do meio de producdo utilizado
(BENJAMIN, PANDEY, 2001; TAVARES et al., 2011,
MASSADEH, SABRA, 2011; GARCIA-GALAN et al.,

2013; FICKERS, NICAUD, 2013).

A selecdo adequada dos nutrientes presentes na
elaboracdo dos meios de producéo de lipase envolve
uma série de estudos prévios para introducdo de
substratos que quimicamente sejam constituidos de
acidos graxos de cadeia longa, ou seja, ligacbes
ésteres triplices para que ocorra uma maior produgédo
Os substratos naturais utilizados na composicao de

meios de producdo de lipases sao 6leos e gorduras
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contendo triacilglicerdis constituidos de &cidos graxos
de cadeia longa, ou seja, ligacbes ésteres triplices,
enquanto esterases atuam sobre um Unico tipo de
ligacdo éster, liberando acidos graxos de baixo peso
molecular (BORNSCHEUER, KAZLAUSKAS, 2004,
HULT, BERGLUND, 2007). Deve-se enfatizar que a
maioria das lipases pode hidrolisar os substratos de
esterases, enquanto o inverso ndo é verdadeiro
(JAEGER; DIJKSTRA; REETZ, 1999; PANDA,
GOWRISHANKAR, 2005; JEGANNATHAN, NIELSEN,
2013).
Fungos filamentosos do género Aspergillus se
destacam como excelentes produtores de metabdlitos
secundarios de interesse industrial e ambiental, pois
apresentam uma elevada taxa de crescimento e uma
grande termotolerancia, o que favorece estudos de
selecdo e producdo de bioprodutos de alto valor
agregado (BERKA et al., 1992; WARD et al., 2005;
LOTFY et al.,, 2007; MATA-GOMEZ et al., 2009;
DHILLON et al., 2012; GOSWAMI et al., 2012;
CHAVAN, DESHPANDE, 2013; MALDONATO,
MACEDO, RODRIGUES, 2014).

Este trabalho teve por objetivo selecionar meios de
producéo de lipase utilizando amostras de Aspergillus
sp isoladas da Caatinga de Pernambuco. A producéo
da enzima foi realizada através de fermentagéo

submersa.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Micro-organismos

Foram utilizadas culturas de fungos filamentosos do
género Aspergillus sp isolados da Caatinga de
Pernambuco denominados de SIS 10, 11,14, 15 e 16
previamente catalogados no Banco de Culturas da
Universidade Catodlica de Pernambuco (UNICAP),
localizado no Nucleo de Pesquisas em Ciéncias

Ambientais e Biotecnologia (NPCIAMB). As culturas
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foram mantidas em meio Agar Sabouraud Dextrose
(ASD), com a seguinte composi¢do: dextrose (40 g/L),
peptona (10 g/L), &gar (20 g/L), agua destilada 1000
mL e pH 7,0.

2.2. Selecdo de amostras produtoras de lipase

Foi utilizada a metodologia de Hankin, Anagnostakis
(1975), utilizando o0 meio para a deteccéo da atividade
lipolitica (g/L): Peptona(10g);Cloreto de sdédio (5,09)
Cloreto de calcio dihidratado (0,1 g) Agar (20g) Tween
20 (0,1); 4gua destilada (1000 mL); pH 6,0. O meio de
cultura foi distribuido em placas de Petri, e apos a
solidificacéo foi feito um furo no centro das placas,
cujo diametro foi de 0,8cm. Foram preparadas
suspensdes esporicas com as duas amostras (SIS 10
e SIS 16) e inoculados 100uL da suspensdo nos
pocos. As placas foram incubadas em diferentes
temperaturas (28°C, 37°C) durante 96 horas. O
aparecimento de um halo claro em torno das coldnias
utilizadas evidenciava a presenca da enzima. Todos

0s ensaios foram realizados e triplicata.

2.3. Préindculo

A contagem do numero de esporos e células em
suspensao foi realizada em camara de Neubauer e
microscopio binocular, utilizando volumes de 25 mL da
suspensdo quantificados no valor de 10" UFC/mL em

meio caldo Sabouraud.
2.4. Selecéo de meios de producéo

Foram utilizados 6 meios de producéo de lipase, com

diferentes composicoes

Meio 1 (g/L): Glicose (0,1), MgSO,4.7H,0O (0,2),
K,HPO, (O,7), extrato de levedura (0,4), 6leo de oliva
(0,20), pH 6,5.
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Meio 2 (g/L) : o6leo de oliva (0,30), peptona (70),
NaNO; (1), KH,PO4 (1), MgS0,4.7H,0 (0,5), pH7,0;

Meio 3 (g/L):: NaNO; (0,05), MgS0,4.7H,0 (0,05), KCI
(0,05), KH,PO, (0,2), extrato de levedura (0,1),
peptona (0,5), 6leo de oliva (0,1), pH 5,5.

Meio 4 (g/L):Glicose (0,25); MgS0O,.7H,O (0,05);
K,HPO, (0,175); Extrato de levedura (0,1); Oleo de
Oliva (0,5); pH=7.

Meio 5 (g/L): Peptona (17,5); NaNO; (0,25); KH,PO,
(0,25); MgS0,.7H,0 (0,125); Oleo de Oliva (7,5);
pH=7.

Meio 6 (g/L): NaNOj; (0,0375); MgSO,.7H,0 (0,0375);
KCl (0,0375); KH,PO4 (0,15); extrato de levedura
(0,075); peptona (0,0375); Oleo de Oliva (0,25); pH=7.

A producédo enzimatica foi realizada em shaker orbital
com Erlenmeyers de 500 mL, com volume util de 250
mL (% p:v), 150 rpm, 28° C, durante 144 horas, com
acompanhamento diario. Todos os ensaios foram

realizados em triplicata.

2.5. Determinagdo da biomassa microbiana

A biomassa foi determinada apdés o termino dos
ensaios dos meios de producdo. A massa micelial foi
filtrada em papel de filtro, previamente seca e pesada,
o material retido foi transferido para estufa a 50°C, até
secura total. Em seguida foram transferidos para o
dessecador até peso constante. O sobrenadante foi
utilizado para a determinacdo do pH e da atividade

lipolitica.

2.6. Determinacéo do pH
Todas as amostras coletadas foram submetidas a

leituras no potenciémetro para leitura do pH.
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2.7. Determinac¢do da atividade lipolitica

A atividade lipolitica das amostras fermentadas foi
detectada através da metodologia descrita por
SOARES et al. (1999). Foi realizada a reacdo de uma
mistura contendo 5 mL de uma emulsdo de 6leo de
oliva e goma arabica (7%), 2 mL de tampao fosfato de
sédio (0,1 M), pH 7,0 e 1 mL do extrato bruto filtrado
das amostras de lipase coletadas durante o processo
de producéo. A mistura foi agitada em shaker orbital a

82 rpm, 37 °C, durante 10 minutos.

A reacdo foi paralisada através da adi¢cdo de 10 mL de
uma mistura acetona-etanol-agua (1:1:1), que ira
liberar os acidos graxos livres presentes na mistura. A
mistura foi titulada uma solu¢éo de KOH (0,04 N) na
presenca do indicador fenolftaleina. Os ensaios foram
realizados em triplicatas e a atividade enzimatica foi
determinada através da seguinte relacdo: uma
unidade da atividade lipolitica (U/mL) serd definida
como a quantidade da enzima bruta que liberou 1

WwmL de acido graxo por minuto.

2.8. Célculo da atividade enzimatica
A atividade enzimatica de lipase foi calculada através

da equacéo seguinte equacao:

AE (U/mL) = (Va-Vb) x N x 1000
txVc

(equacéo 1)

Onde: AE é a atividade lipolitica (U/mL);

Va é o volume da amostra titulada (mL);

Vb é o volume da amostra utilizado na reacédo (mL);
N é a molaridade da solucdo de KOH (N);

t € o tempo de reagdo em minutos,

V¢ é o volume da amostra utilizada na reacéo (mL).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizados ensaios de deteccdo da atividade

lipolitica em meio sélido com duas amostras isoladas
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da Caatinga de Pernambuco (SIS 10, 11, 14, 15 e 16)
através da metodologia de Hankin, Anagnostakis
(1975). Os resultados obtidos estdo descritos na
tabela 1 e a formacéo do halo caracteristico na figura
1.

Tabela 1 Atividade lipolitica dos isolados Aspergillus

sp durante 96 horas de crescimento.

. . indice enzimatico
Micro-organismos

i 28°C 37°C
Aspergillus sp
(cm) (cm)
SIS 10 2,2 1,2
SIS 11 1,3 1,2
SIS 14 15 15
SIS 15 1,5 1,2
SIS 16 2,2 1,1

Os resultados obtidos indicaram que o0s micro-
organismos denominados de SIS 10 e SIS 16,
apresentaram um indice enzimético de 2,2 cm,
respectivamente. A presen¢ca desses indices foi
verificada no periodo de 96 horas, na temperatura de
28 °C. Nos mesmos ensaios com a temperatura de
37°C, as mesmas amostras apresentaram indices

enzimaticos de 1,2 e 1,1 cm, respectivamente.

Na figura 1 estdo demonstrados a auséncia de
formacdo do halo caracteristico e a producdo do
mesmo. COLEN, 2006 descreve que alguns micro-
organismos crescem em temperaturas entre 25-37°C,
e produzem metabolitos de interesse biotecnoldgico.
SOARES et, al.2010, descreveram que utilizando
linhagens de Aspergillus sp, demonstraram valores
enzimatico < 2,0, relatando que esses valores indicam
um baixo potencial enzimatico, considerando que um
micro-organismo  bom  produtor de enzimas
extracelulares séo classificados com indice enzimético

2 2,0.
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Os fungos filamentosos comp&em o grupo microbiano
com um elevado numero de espécies descritas na
literatura e apresentam imensa variedade morfologica
e elevado potencial bioquimico e fisiolégico. Treichel
et al., 2010 descrevem que o género Aspergillus se
destaca por apresentar um elevado potencial
biotecnolégico na producédo de bioprodutos de alto
enzimas

valor  agregado,

principalmente  as

microbianas.

Figura 1. Deteccéo de lipase: (A) formacdo de halo

lipolitico, (B) auséncia de formacéao de halo lipolitico.

Apébs a selecdo das amostras nos testes em meio
sélido, foi evidenciada que os micro-organismos SIS
10 e 16 apresentaram halos de producé@o superiores

as outras amostras testadas.

Em seguida foram seis fermentacdes consecutivas,
utilizando meios de producdo de lipase descritos na
literatura. A selecdo mais adequada dos nutrientes
presentes na elaboracdo dos meios de producéo de
lipase envolve uma série de estudos prévios para
introducdo de substratos que quimicamente sejam
constituidos de acidos graxos de cadeia longa, ou
seja, ligacdes ésteres triplices para que ocorra uma
maior producdo da enzima.

A tabela 2 contém os valores obtidos da producéo
lipolitica em diferentes meios testados para a amostra

SIS 10. O dleo de oliva foi utilizado como principal
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indutor para a producdo da atividade lipolitica,
influenciando a producéo da enzima, pois a interacao
com o0s reagentes adicionados utilizados na
composi¢cdo do meio com o micro-organismo produziu
a quebra das ligacdes das cadeias de acidos graxos

presentes favorecendo a produc¢éo da enzima.

Orlandelli et al., 2012 descreveu que a presenca de
elementos minerais (fésforo, enxofre, potassio, calcio,
magnésio, soédio, ferro e cloro) e uma pequena
guantidade de elementos tracos que desempenham
importante papel como constituintes de enzimas e
coenzimas (manganés, cobre,

zinco, molibdénio,

cromo, niquel, cobalto e boro) s&do geralmente
necessarios nos meios de producdo de enzimas por

micro-organismos.

Verifica-se na tabela 2 que a maior producdo da
enzima foi obtida apdés 144 horas no meio 4,
apresentando uma atividade de 1,640 U/mL. O meio 3
foi 0 que apresentou os menores resultados de

producéo da enzima.

Tabela 2 — Atividade lipolitica nos meios de producao
em 144 horas a 28°C por Aspergillus sp (SIS 10).

Tempo Meiol Meio2 Meio3 Meiod Meio5 Meiob
(hy  (UmL) (UimL) (UmL) (UmL) (U/mL) (U/mL)
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
24 0,0 0,53 0,0 1,246 0,266 0,03
48 0,026 0,69 0,0 1,45 0,68 0,78
72 0,10 1,06 0,0 158 0466 0,206
96 0252 1,22 0,22 1,71 0,58 0,4

120 0,232 1,33 0,10 1,38 0,54 0,54
144 0,120 1,17 0,10 1,640 0,346 0,32

Verifica-se na tabela 2 que a maior producdo da
enzima foi obtida ap6s 144 horas no meio 4,
apresentando uma atividade de 1,640 U/mL. O meio 3
foi 0 que apresentou os menores resultados de

producdo enzimatica.
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Na tabela 3 encontram—se o0s valores obtidos da
producéao lipolitica em diferentes meios testados para
a amostra SIS 16. Verifica-se 0os meios 1 e 3
apresentaram resultados considerados como né&o

satisfatorios para o micro-organismos testado.

Tabela 3 — Atividade lipolitica nos meios de producéo
em 144 horas a 28°C por Aspergillus sp (SIS 16).

Tempo Meiol Meio2 Meio3 Meio4 Meio5 Meiob
(h) (U/mL) (U/mL) (U/mL) (U/mL) (U/mL) (U/mL)
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
24 0,0 0,586 0,0 1,352 0,32 0,066
48 0,0 0,64 0,0 1,404 0,37 0,32
72 0,0 1,292 0,0 1,666 0,28 0,28

96 0,272 1,34 0,18 1,492 0,505 0,506
120 0,166 1,06 0,146 1,90 0,65 0,65
144 0,14 1,52 0,112 2,16 0,36 0,36

Falony et, al. 2006 descreveram que amostras de
Aspergillus niger, na presenca de fontes de nitrogénio
em meios de producdo, influenciam os niveis de
adicdo de fontes de carbono. A juncdo de fontes de
carbono no meio (glicose e 6leo de oliva) otimizam a
producao da atividade lipolitica.

Verifica-se que a maior atividade da enzima
produzida, ocorreu no meio denominado 4, com 144

horas de produc¢éo, obtendo um valor de 2,16 U/mL.

Colla, Reinehr, Costa (2012) descreveram gque a

producdo de enzimas microbianas por fungos

filamentosos séo especialmente valorizadas
biotecnologicamente, o que facilita sua recuperagéo
em meio de producdo e descrevem que o género

Aspergillus como um dos bons produtores de lipase.

Com relacao a determinacéo do pH das amostras nos

ensaios testados, verificou-se que as maiores

variagbes ocorreram nos meios 2, 3 e 5 com as duas

amostras testadas descritas nas figuras 2 (Ae B) .
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Na Figura 2A encontram-se os valores de pH obtidos
nos seis meios testados para a amostra denominada
de SIS 10. Verifica-se que o valor pH inicial do meio 2
foi de 6,0 e apds 144 horas, atingiu valor de 9,0,
ficando na faixa alcalina. O meio 4 considerado o que
apresentou a maior atividade lipolitica obtida, iniciou
os ensaios de produgdo com o pH 7,0 e ap6s 144
horas obteve valores de na faixa alcalina.
Figura 2. Determinacdo do pH nos meios de producéo

por Aspergillus sp SIS 10 (A) e SIS 16 (B) em 144
horas a 28°C.
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Na Figura 2B encontram-se os valores de pH obtidos
nos seis meios testados para a amostra denominada
de SIS 16. Os ensaios realizados no meio 3 cujo valor
inicial era de 5,5 e ap6s 144h, atingiu valor de 3,2,
atingindo a faixa acida e no ensaio 5, o pH inicial foi

de 7,0, tendo atingindo valor final de 4,8. O meio 4
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apresentou um comportamento estavel se mantendo

na faixa neutra.
4 CONSIDERACC)ES FINAIS

A grande potencialidade das aplicacfes das lipases

nos diferentes ramos industriais, principalmente
devido as caracteristicas diferenciadas apresentadas
pelos diversos micro-organismos produtores, justifica
a procura por novas amostras produtoras dessa
enzima, principalmente de ambientes ainda pouco

estudados, como a regido da Caatinga.

habilidade

Aspergillus sp (SIS 16) em hidrolisar os acidos graxos

Destaca-se a da amostra isolada

presentes na composicdo dos meios estudados,
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através da quebra das ligagGes ésteres triplices

transformando-os na enzima estudada.

Esses estudos de producdo lipolitica revelam o
elevado potencial biotecnoldgicos dos fungos isolados

do solo da Caatinga do Estado de Pernambuco.
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Resumo:

A grande expansdo agroindustrial, paralela a utilizagdo dos recursos ambientais tem
mobilizado varios segmentos da sociedade para a correta gestdo ambiental destes, e assim
tem-se aplicado politicas ambientais, a fim de diminuir impactos negativos a natureza.

As lipases sdo enzimas largamente distribuidas na natureza, que catalisam a hidrolise de
Oleos e gorduras liberando &cidos graxos livres, diacilglicerois, monoacilgliceréis e
glicerol. Estas enzimas, encontradas em tecidos animais, vegetais e em microrganismos,
tém papel fundamental no metabolismo de lipidios destes seres vivos. Fungos filamentosos
do género aspergillus sp sdo micro-organismos interessantes a0 meio ambiente, S&o
considerados importantes agentes decompositores e encontrados em abundancia nos solos,
além de se apresentarem como um bom produtor de lipase extracelular. Neste trabalho foi
avaliado a influéncia de residuos agroindustriais para a producdo de lipase. Com a
utilizacdo de um planejamento fatorial 2° foi possivel & escolha de uma melhor condico
para a utilizacdo desses substratos. Os residuos adicionados ao meio de cultura foram
farelo de trigo, farelo de arroz e 6leo de fritura. Ensaios foram realizados por 192 horas em
meio liquido a 28°C. Os resultados mostraram que todos os residuos responderam
significativamente para a atividade lipolitica, sendo que o 6leo de fritura obteve uma
atividade enzimatica superior aos demais, 276(U/mL) em 192 horas.

Palavras Chaves: Lipase, Aspergillus, Residuos Agroindustriais.
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Abstract

The large agro-industrial expansion, parallel to the use of environmental resources has
mobilized various segments of society to correct environmental management of these , and
so has implemented environmental policies in order to reduce negative impacts on nature.
Lipase enzymes are widely distributed in nature, which catalyze the hydrolysis of fats and
oils releasing free fatty acids, diacylglycerols , monoacylglycerols and glycerol. These
enzymes, found in animal tissues, plants and micro-organisms , play a fundamental role in
lipid metabolism of these living beings . Filamentous fungi of the genus Aspergillus sp are
interesting environmental micro-organisms, important decomposers agents are considered
and found in abundance in soils, and stand as a good producer of extracellular lipase. This
study evaluated the influence of agro-industrial wastes for the production of lipase. With
the use of a 23 factorial design was possible to choose a better condition for the use of
these substrates . The residues added to the culture medium were wheat bran, rice bran and
oil bath . Assays were performed by 192 hours in liquid medium at 28 ° C. The results
showed that all waste responded significantly to the lipase activity , and the frying oil had a
higher enzymatic activity to the other , 276 (U /mL ) in 192 hours.

Keywords: Lipase, Aspergillus, Agroindustrial Waster.

1. INTRODUCAO
residuos (FERNANDES et al.,, 2008;

A producdo em grande quantidade de
residuos industriais e agroindustriais
apresentam uma elevada geracdo de
residuos muitas vezes com problemas de
disposicdo final e com alto potencial
poluente. Nos ultimos anos, hd um
interesse crescente no uso eficiente de
diversos residuos agroindustriais. Varios
bioprocessos tém sido desenvolvidos
utilizando estes materiais como substrato
para a producdo de diversas moléculas
com alto valor agregado, tais como
proteinas microbianas, acidos organicos,
etanol, enzimas e metabolitos secundarios
biologicamente ativos (ALEXANDRINO
etal.,, 2007; TEIXEITA et, al. 2011).

Atualmente, as  alternativas  de
valorizacdo de residuos através do
aproveitamento em diversas atividades
tem sido muito incentivadas, ja que
podem contribuir positivamente para a
minimizagdo da poluigdo ambiental, bem
como diminuir os custos de producdo e
permitir a valorizagdo econdmica desses

MENEZES et al., 2012).

A grande expansdo agroindustrial,
paralela a utilizagho dos recursos
ambientais tem  mobilizado  varios
segmentos da sociedade para a correta
gestdo ambiental destes, e assim tem-se
aplicado politicas ambientais, a fim de
diminuir impactos negativos a natureza.
Constantes revisdes tém ocorrido nas
resolugdes ligadas a residuos, tais como o
Plano Nacional de Residuos Sdlidos e o
CONAMA que classificam e propdem
metas de reducdo, reutilizacdo e
reciclagem. Enfim, o século 21 esta
preocupado principalmente como o meio
ambiente e a sustentabilidade do planeta
(PELIZER et al., 2007; SCHNEIDER et
al., 2012)

O uso de tecnologias enzimaticas € uma
ferramenta promissora para sintese de
compostos de alto valor agregado. Dentre
as diversas enzimas utilizadas
industrialmente, as  lipases  tem
despertado interesse por apresentarem
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capacidade de catalisar rea¢cdes em meios
organicos e aquosos, ou seja, em meios
que apresentam condigdes restritas de
agua (FERNANDES, 2007;
SBARDELOTTO etal., 2013).

A ampla gama de reagOes catalisadas
confere as lipases um grande potencial
biotecnoldgico. Possuem aplicagdes na
industria farmacéutica, quimica,
alimenticia, médica, oleoquimica, na
producdo de polimeros biodegradaveis,
biodegradacdo de petroleo, producdo de
biodiesel, biorremediagéo e no tratamento
de residuos e esgotos (HASAN, SHAH,
HAMEED ,2006; MAGRI et al., 2013).

As lipases podem ser de origem vegetal,
animal ou microbiana, sendo as ultimas
as mais utilizadas. Dentre as enzimas
microbianas, as produzidas por fungos
sdo especialmente valorizadas por serem
extracelulares, o que facilita sua
recuperacdo do meio de cultivo.
(CARVALHO et al.,, 2013; COLLA,
REINEHR, COSTA, 2012).

Atributos como a alta conversdo de
substrato em produto, facilidade de
manipulacéo genética, rapido
crescimento do micro-organismo
produtor, utilizagdo de meios de cultivos
baratos e finalmente, producdo de
enzimas extracelulares de facil obtencéo
tornam as lipases microbianas ainda mais
interessantes para aplicagdes industriais
(HORCHANI et al., 2009; ABREU,
2013).

O Aspergillus ¢ um dos géneros de
fungos economicamente mais
importantes, muitos  isolados  s&o
utilizados na producdo de diversos
produtos. As espécies pertencentes a esse
género ficaram cada vez mais conhecidas
e passou a ser um dos grandes géneros de
fungos estudados devido a sua grande
capacidade de fermentacdo e altos niveis
de producdo enzimatica, principalmente
aquelas utilizadas na hidrolise de
polissacarideos da parede celular das
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plantas e na industria de alimentos
(LOPES, 2011; GUIMARAES et al.,
2006; MONTEIRO, 2012,
GOTTSCHALK et al., 2013).

Outras caracteristicas desse género sao
interessantes ao meio ambiente, o
potencial desses fungos em produzir
enzimas do tipo esterases e atuar na
biodegradagdo de compostos ricos em
ligagbes de ésteres, como polimeros,
solventes, produtos médicos e pesticidas
em solos contaminados (SUBHASH,
MOHAN, 2011; OLIVEIRA, 2013).

Estudos realizados por SANTOS,
LINARDI, 2004, SILVA, RONDON,
2013 utilizaram fungos dos géneros
Aspergillus, para biodegradacdo de
compostos fenolicos, pois sdo capazes de
degradar compostos aromaticos em seu
metabolismo por meio de enzimas
catabdlicas celulases, lacases, proteases e
fenol-hidroxilases.

A espécie Aspergillus sp, apresenta-se
como um bom produtor de lipase
extracelular por ter capacidade de
fermentar uma grande variedade de
matérias primas, sdo considerados
importantes agentes decompositores de
materiais lignoceluloliticos e encontrados
em abundancia nos solos. Estes grupos de
micro-organismos nao representam um
grupo predominante no solo, e sua
ocorréncia estd condicionada a fatores
como pH, umidade e quantidade de
matéria  organica  (ZILLI, 2003;
MACIEL,2006; WEINGARTNER,2010;
BARROS, 2012).

O presente trabalho investigou a
influéncia das variaveis no planejamento
fatorial 2° no meio de cultura para a
producéo de lipase sob a melhor condicéo
para a utilizagdo dos  residuos
agroindustriais farelo de trigo, farelo de
arroz e 6leo de fritura, utilizando o fungo
filamentoso aspergillus sp SIS 16
avaliando o potencial enzimatico dos
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mesmo, para fins biotecnoldgicos
industriais futuros.

2. MATERIAL E METODO

Micro- organismo

A amostra de Aspergillus sp SIS 16,
isolada da Caatinga de Pernambuco,
previamente catalogada no Banco de
Culturas da Universidade Catolica de
Pernambuco (UNICAP), localizado no
Nucleo de Pesquisa em Ciéncias
Ambientais (NPCIAMB). Mantida em
meio Agar Sabouraud Dextrose (ASD),
aclimatado com b5mL de oliva a
temperatura de 28°C, foi utilizada para a
producéo de lipase.

In6culo

Os ensaios foram realizados em
Erlenmeyers de 500 mL, com volume util
de 250 mL (%p:v). Aliquotas de 25mL de
uma suspensdo espérica 10’ foram
adicionadas em meio de cultura contendo
(g/L) MgSO*7H?0 (0,3); KH,P0O4(0,5);

(NH,),HPO,(10,0); NaH,PO4(12,0);
CaCl, (0,25);  FeSO,7H,0  (5,0);
MnSO,7H,0  (0,015);  ZnSO,7H,0

(0,03); Oleo de oliva (0,5%); pH=5,5. As
amostras coletadas no processo de
incubacdo  foram  submetidas a
determinacdo do pH, Cinética de
crescimento e Atividade lipolitica
expressa em  (U/mL).Os  ensaios
fermentados  foram  realizados em
triplicatas de acordo com o planejamento
fatorial 2°, por 144 4 28 °C.

Producéo de Lipase com meio controle
e com meios alternativos.
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Os ensaios utilizando os residuos
agroindustriais de farelo de trigo, farelo
de arroz e 6leo de fritura (Figuras 1. A-B-
C) em substitui¢do ao 6leo de oliva foram
realizados para avaliar a influéncia da
fonte de carbono na producéo da enzima,
para isto, utilizou-se a melhor condigdo
do planejamento fatorial 2% Os
experimentos foram realizados em
erlenmeyers de 500 mL, em um volume
atil de 250 mL(%p:v). As concentracdes
dos residuos utilizadas para 0s ensaios
foram de 7g de farelo de trigo, 7g de
farelo de arroz e 7mL do 6leo de fritura e
para 0 meio controle 7mL do dleo de
oliva. Os ensaios foram realizados em
cultivos submersos (Figura 2) a 86 rpm,
durante 192 horas a 28°C. As aliquotas
coletadas nos intervalos de 24h de
cultivos serviram para analise da
producdo de biomassa, pH e atividade
lipolitica expressa em (U/mL). De acordo
com a metodologia descrita por SOARES
et al., (1999). Todos os ensaios foram em
triplicata.

Figura 1. Residuos agroindustriais

utilizados para estudos da producdo de
lipase. Residuo A, Farelo de trigo,
Residuo B, Farelo de arroz, Residuo C
Oleo de fritura. Utilizados para analise
lipolitica da enzima.
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Figura 2. Residuos agroindustriais de
Farelo de trigo 1, Oléo de fritura 2 e
Farelo de arroz 3 em fermantacdo
submersa.

PLANEJAMENTO FATORIAL

Um planejamento experimental 2° foi
realizado para analisar o0s efeitos
principais e interacbes das variaveis
concentragdes de pH, Oleo de Oliva e
Fonte de Nitrogénio (NaH,PO4) com 4
pontos centrais e niveis + 1 e — 1,
(Tabela 1) com apoio de um Software
Statistica 7.0 da Stat Soft. (Tabela 1)

Tabela 1. VValores dos Fatores utilizados
no Planejamento Fatorial 2°

Variaveis -1 0 +1
pH 5,0 7,0 9,0
NaH,PO, 1,0 3,0 5,0
(gL
Oleo de 3,0 50 7,0
Oliva (mL)

DETECCAO DA
LIPOLITICA

ATIVIDADE

Através da metodologia descrita por
SOARES et al (1999), foi realizada a
atividade lipolitica das amostras. O
substrato contendo Oleo de oliva,
emulsionado com goma arabica (7%) na
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propor¢do 50:50. A reacdo enzimatica
composta de 5mL de substrato, 2 mL de
tampao fosfato de sodio (0,1 M) pH 7,0 e
1 mL do extrato bruto filtrado da lipase
produzida na encubacdo em meio liquido.
A temperatura foi mantida em 37 °C,
agitada em shaker orbital a 86 rpm,
durante 10 minutos. A reagdo foi
interrompida através da adi¢do de 10 mL
de uma mistura de acetona-etanol-agua
(1:1:1), os acidos graxos livres presentes
na mistura foram titulado com uma
solucdo padronizada de KOH (0,04 N)
utilizando fenolftaleina como indicador.
A atividade enzimética foi determinada
através da seguinte relagdo: uma unidade
da atividade lipolitica (U/mL) sera
definida como a quantidade da enzima
bruta que liberou 1 p/mL de acido graxo
por minuto, foram detectadas as
atividades lipoliticas nos meios controle e
alternativos. A atividade enzimética foi
calculada através da seguinte equacao:

AE (U/mL) = (Va-Vb) x N x 1000
txVc

ONDE:

AE ¢ a atividade lipolitica (U/mL);

Va é o volume da amostra titulada (mL);
Vb é o volume da amostra utilizado na
reacdo (mL);

N é a normalidade da solucdo de KOH
(mol/L);

T é o tempo de reacdo em minutos;

Vc é o volume da amostra utilizada na
reacdo (mL).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 2 descreve a maxima atividade
lipolitica  evidenciada nos ensaios
realizados no planejamento fatorial 2° nas
144 horas em meio liquido. Ressaltando
que nesta mesma tabela também observa-
se que a maior atividade lipasica ocorreu



Lima, B. F. Producéo de lipase por Aspergillus ssp

no ensaio 7, que foi superior aos demais
atingindo uma atividade lipolitica
méaxima de 101,2 U/mL. Neste estudo a
variacdo da faixa do pH dos ensaios
ocorreu de 3,1 a 8,2, modificado a faixa
inicial utilizada. A atividade lipolitica
maxima ocorreu quando o pH
apresentava-se na faixa de 4,2.

A literatura reporta que espécies
como Aspergillus crescem em uma faixa
de pH que vai de 2,0 a 11,0. Entretanto o
mesmo autor reporta que quando o pH
afasta-se do 6timo (geralmente préximo a
5,0), a velocidade de seu crescimento
diminui  (RITTER,2007; MACEDO,
2009).

Tabela 2. Producdo de biomassa, pH e
atividade lipolitica dos ensaios para as
concentragdes de pH, Oleo de Oliva e
Fonte de Nitrogénio (NaH,PO,) em 144
horas de cultivo a 28°C a 86 rpm.

Variaveis Variaveis respostas
descodificadas P
) Oleo
Ensaios H NaH,PO, de Biomassa H Lipase
P (@) Oliva @v | P wumL)
(mL)
1 5,0 1,0 3,0 1,28 31 60.0
2 9,0 1,0 3,0 1,45 8,2 720
3 5,0 5,0 3,0 1,34 3,2 70.0
4 9,0 5,0 3,0 1,46 7.1 68.0
5 5,0 1,0 7,0 1,41 2.8 80.6
6 9,0 1,0 7,0 1,38 7,2 74.0
7 5,0 5,0 7,0 1,52 42 | 101,22
8 9,0 5,0 7,0 1,4 8,1 72,0
9 7,0 3,0 5,0 0,22 5.2 82.0
10 7,0 3,0 5,0 0,26 4.8 84.0
11 7,0 3,0 5,0 0,43 51 78.0
12 7,0 3,0 5,0 0,21 49 76.8

Em relacdo a producdo de biomassa, dos
ensaios, também se verifica um maior
aumento para o ensaio 7, com a producao
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1,52(g/L) em 144 horas. Como
demonstrado no planejamento fatorial os
maiores niveis de concentragdo tanto da
fonte de carbono (6leo de oliva) como
para o nitrogénio (NaH,PO,) para este
ensaio podem ter influenciado em maior
producdo de biomassa correspondendo
também uma maior expressdo da
atividade enzimatica.

Os resultados expressos nos diagrama de
pareto  (Figura 3) apresenta a
significancia dos resultados, com 95% de
confianca, representado pela linha
tracejada vermelha, correspondente ao
valor de p = 0,05. As seguintes variaveis
independentes: Fonte de Nitrogénio
(NaH,PO,), Oleo de oliva, pH,
influenciaram para a producdo de lipase .
Sendo que a fonte de nitrogénio e o dleo
de oliva foram as variaveis independentes
mais relevantes para a producdo da
enzima, por ambas estarem acima dos
valores de p.

Figura 3. Diagrama de pareto mostrando
os efeitos principais e alteragbes das
variaveis independentes no processo de
producdo de lipase por Aspergillus sp
(SIS 16) a 144 horas de fermentacdo a
28°C. (1) pH, (2) NaH,PO,, (3) Oleo de
oliva.

(2MaHPO, 7,004124

Fontes de nitrogénio organicas e
inorganicas podem se utilizadas para a
producdo de enzimas. Fontes inorganicas
como o0s sais de amoénio (sulfatos,
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fosfatos, cloretos), nitratos e nitritos
podem ser utilizadas e adicionadas ao
meio na producdo de lipase (COLLA,
REINEHR, COSTA, 2012).

FALONY, MENDONZA, ARMAS
(2006) em seus estudos utilizou como
fonte de nitrogénio o sulfato de aménio e
a ureia associada a uma fonte de carbono
a glicose e um &cido graxo como indutor
(6leo de oliva) para a producédo de lipase
a fim de otimizar o meio para sintese
enzimatica com Aspergillus niger via
fermentacdo submersa, variando as
concentracOes através de um
planejamento fatorial. E constatou que a
fonte  de  nitrogénio  influenciou
significadamente na atividade lipolitica
obtendo um valor equivalente a 77,6
(U/mL) em comparagéo o indutor que foi
de 74,4 (U/mL) e a fonte de carbono que
apresentou um resultado inferior de 65,6
(U/mL).

Em estudos sobre producéo de lipase, por
fermentacdo  submersa (CORZO e
RAVAH, 1999) e até em Fermentacdo
em estado solido (GOMBERT et al.,
2000; PALMA et al ., 2000; LEAL et al.,
2003) descreve que é comum a obtencéo
de picos de atividade lipasica nas
primeiras horas de fermentacdo. No
entanto € possivel encontrar relatos onde
ndo se observa queda da atividade
lipasica em fermentagfes conduzidas por
até 12 dias (MAIA et al., 1999;
DOMINGUEZ et al., 2003; VARGAS
(2004); NAGARAJAN 2012,

Resultados superiores foram encontrados
no trabalho realizado por OLIVEIRA
2010, onde foram testadas linhagens de
penicillium sp para a otimizacdo da
producdo de lipase, obtendo uma
atividade maxima de 125(U/mL) em 72
horas, segundo o autor resultado similar
ao encontrado por VAGAS2003.
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Nos resultados encontrados SILVA,
BRUNO, CASTRO, 2009, analisando a
imobilizacdo de linhagens de fungos
filamentos para a producdo de lipases
extracelulares o Aspergillus niger, obteve
uma atividade lipasica de 69,9 (U/mL)
em 72horas, enquanto que cepas de
Penicilium  citrinum, alcangou o
equivalente a 52,6 (U/mL) no mesmo
periodo de tempo de fermentacéo.

CINETICA DE CRESCIMENTO E
PRODUCAO DE LIPASE POR
ASPERGILLUS SP (SIS 16) DA
MELHOR CONDICAO UTILIZADA
NO PLANEJAMENTO FATORIAL 2°,

A cinética de crescimento do ensaio 7,
do Aspergillus sp (SIS 16) estar
representada na figura 4 Percebe-se que
houve uma répida adaptacdo do micro-
organismo na fase no qual ocorre a
sintese da enzima e de outros
constituintes  celulares necessarios a
obsor¢do dos nutrientes presentes no
meio (fase lag). Logo apds, na fase log, o
micro-organismo cresceu de forma
rapida, absorvendo o0s nutrientes e
sintetizando seus constituintes atingindo
seu auge em 24 horas. Dai por diante
manteve seu crescimento lento e
constante durante a sua fase estacionaria
até as 144 horas de cultivo.

TALON, MONTEL, BERDAGUE,
(1996); ABREU (2013) reporta que a
concentracdo de enzima ativa comecga a
aumentar ao final da fase do crescimento
exponencial e atinge seu maximo durante
a fase estacionaria.

FELLOWS (1994) SOARES et al.,
(2010) relata que a atividade enzimatica
Otima das enzimas microbianas ocorre
nas mesmas condi¢cdes em que se produz
0 crescimento maximo dos micro-
organismos.
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Figura 4. Crescimento do Aspergillus sp
(SIS 16) para o ensaio 7, em 144 horas
de fermentacédo a 28°C e pH 5,0.
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A variagdo da faixa do pH estudado
durante a cinética de crescimento
ocorreu na faixa de 50 a 4.2,
modificando a faixa inicial como
demonstrado na figura 4. De acordo com
SHAH et al., (2007); TAVARES (2011),
as atividades da lipase sdo altamente
dependentes do pH, e qualquer alteracdo
pode vir a afetar seu potencial catalitico,
uma vez que o pH influencia a estrutura
de proteinas e, portanto rege a sua
atividade catalitica.

De acordo com (BISATTO, 2012)
enzimas sdo polimeros poli-iénico. Como
consequéncia disto, a alteracdo no pH
pode ocasionar a mudanca na distribuicao
de cargas , tanto no sitio ativo da enzima,
como também em toda a sua estrutura.

INFLUENCIA DOS SUBSTRATOS

AGROINDUSTRIAIS NA
PRODUCAO DE LIPASE NA
MELHOR CONDICAO DO

PLANEJAMENTO FATORIAL 2*
POR ASPERGILLUS SP SIS 16.

A tabela 3. Apresenta os resultados da
producdo de biomassa, pH e atividade
lipolitica dos residuos utilizados no
ensaio 7 em 192 horas de cultivo. E na
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figura 5, podemos observar que em todos
0s ensaios realizados houve efeitos
gerados sobre a producdo da enzima.

Visto que, a maior atividade enzimética
da producéo de lipase ocorreu com o Gleo
de fritura que foi equivalente a 276 U/mL
no pH 6,5 pH 6,0 comparagdo com 0S
demais estes que apresentaram uma
méaxima atividade lipolitica inferior em
192 horas de fermentacao.

Tabela 3. Producdo de biomassa, pH e
atividade lipolitica dos ensaios em
diferentes residuos em 192 horas de
cultivo a 28°C a 86 rpm.

Residuos Biomassa pH LLIJF}Z::E
O.oliva 0,23 3 106,4
F. trigo 0,24 6 228
F.arroz 0,45 6 118
of:‘ft‘: f'ae 0,32 6,5 276

Figura 5. Atividade Lipolitica  por
Aspergillus sp utilizando diferentes
residuos em cultivo de 192 horas a 28° C
e 86 rpm.

300
250
200
150
100

50 %

Atividade Lipolitica (U/mL)

24 48 72 96 120 144 168 192
Tempo (h) )
—— (O.oliva ——F. trigo ----k*-- F.arroz --@--0Oleo de fritura

Weber, 2013 utilizando 0
reaproveitamento do 6leo de fritura para
a producdo enzimatica de etil e metil,
descreve que existe um grande interesse
na utilizacdo de lipases como
biocatalisadoras para converter
comercialmente Gleos vegetais e gorduras
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em FAME (ésteres metilicos de acidos
graxos), FAEE (ésteres etilicos de acidos
graxos) como biocombustiveis.

As enzimas sdo mais eficientes,
altamente seletivas, necessitam de menor
consumo de energia (as reagdes podem
ser conduzidas em temperatura ambiente)
e produzem menor quantidade de
residuos, sendo desta forma
ambientalmente favoravel., reporta a
capacidade de reutilizacdo, podendo ser
utilizadas diversas vezes, diminuindo o
custo de produgdo do metil e etil ésteres
de 4&cidos graxos. O rendimento da
esterificacdo de &cidos graxos catalisada
por lipase é modulado pela razdo de
substrato &lcool/6leo (TAN et al., 2010).

DAMASSO et al. 2008 produziu lipases
fangicas  utilizando como  indutor
residuos do processamento do 6leo de
milho. Um dos residuos foi capaz de
induzir uma secrecdo de lipases 30%
maior que a observada quando utilizado o
6leo de oliva, tido como o indutor ideal
para lipases.

MIRANDA et al., 1999 utilizando cepas
de Penicillium Citrinum e um meio
contendo residuo de 6leo vegetal de uma
refinaria como fonte de carbono e sulfato
de amoénia como fonte de nitrogénio
reporta que a producdo de lipase foi
maior (5786 U/mL) do que o obtido com
azeite de oliva (2630 U/I). o0 mesmo autor
descreve que a producdo de lipase ndo foi
interrompida pela presenca de lipidios
como descrito por PIMENTEL et al.,
2004, em que foi cultivada com glicose
como fonte de carbono e néo azeite.

OLIVEIRA (et al., 2013) reporta que
para baratear a producao destas enzimas
algumas estratégias podem ser adotadas,
como a substituicdo dos componentes do
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meio de cultivo por materiais de baixo
custo ou até mesmo residuos.

4. CONCLUSOES

A utilizagcdo de rejeitos agroindustriais
para a elaboracdo de meios econémicos
para a obtencdo de bioprodutos de alto
valor agregado tem surgido como uma
alternativa para minimizar os custos de
producdo e também o descarte de uma
grande maioria de residuos com elevado
potencial nutritivo.

O meio contendo o residuo de Oleo de
fritura apresentou uma elevada producéo
de lipase, quando comparado aos demais
meios testados, 0 denominado controle
que continha dleo de oliva e aos demais
meios alternativos contendo farelos de
arroz e de trigo, respectivamente.

Verificou-se a habilidade da amostra
isolada da Caatinga Aspergillus sp (SIS
16) em quebrar as moléculas dos acidos
graxos presentes no residuo,
transformando-o0s na enzima estudada.

Esses estudos de producdo enzimatica
revelam 0 elevado potencial
biotecnoldgicos dos fungos isolados do
solo da caatinga do Estado de
Pernambuco.
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CONCLUSOES GERAIS

Dentre as amostras de Aspergillus sp utilizadas para a selecdo dos melhores produtores de
lipase, os micro-organismos SIS 10 e SIS 16 obtiveram um bom resultado dentre todas as
amostras testadas. Com relacdo aos meios de producdo utilizados neste trabalho o meio
denominado 4 foi o que apresentou uma melhor producdo da enzima para os dois micro-

organismos citados em 144 horas de fermentagéo.

Um planejamento fatorial foi realizado utilizando o meio denominado 4 para a producdo de
lipase, apresentando 12 ensaios, tendo como variaveis a fonte de nitrogénio (NaH,PO,), o
indutor (6leo de oliva) e o pH. Nos ensaios realizados o denominado 7 foi considerado o mais

satisfatorio.

Para avaliar a influéncia da fonte de carbono na produgéo da enzima o ensaio denominado 7
foi utilizado na substituicdo do 6leo de oliva pelos residuos agroindustriais (farelo de trigo,
farelo de arroz e 6leo de fritura). Em 150 rpm, por 196 horas, a 28°C, obtendo uma maior
atividade lipolitica com o residuo de 6leo de fritura quando comparado com 0s outros

residuos.

Esses resultados demonstram a capacidade da utilizacao de residuos agroindustriais como
substratos alternativos nos segmentos biotecnoldgicos, visando minimizar os impactos

ambientais bem como a produtividade de baixa renda através de enzimas microbianas.



