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RESUMO

A méxima atividade de lipase produzida @anicilium crustosunem processo de fermentagdo em
estado solido usando como substrato o farelo de auplementado foi estudada neste experimento.
Observou-se uma atividade de esterificacdo dadigasl61,88 U/g de substrato seco, onde o farelo de
arroz foi suplementado com 1% AO, 1% OA, 4% AMM% D, seguido de 141, 36 U/g de substrato
seco, onde foram usados 1% AO, 1% OS, 4% AMM e 486 ®k suplementos que apresentaram
resultados significativos com 90% de significaniieam azeite de oliva, 6leo de soja e agua de
maceracdo de milho.

Palavras-chave:LipasesPenicilium crustosunfarelo de arroz, suplementos.
1 INTRODUCAO

As lipases (E.C. 3.1.1.3) sao glicerol éster habet capazes de hidrolisar
triacilglicerdis liberando acidos graxos livresicglol, mono e diacilglecerdis atuando na
interface Oleo-agua, onde ocorre um aumento dalatle da enzima através do mecanismo
de ativagdo interfacial. Essas enzimas tambémliszata reac6es de esterificacdo e
transterificacdo quando presentes em meio ndao adB8asena et al. 2003).

O farelo de arroz € um subproduto da industriardez acontendo cerca de 87% de

matéria seca, 11 a 15% de proteina bruta, 15 a @8%pidios e cinzas 6,5%-10% (Juliano &
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Becthel, 1994; Rostagno et al., 2000). Ele tambémémn proteinas com um bom equilibrio
de aminoacidos para 0s animais monogastricos. X» eco do farelo de arroz permite a
reducdo do custo final da racdo de suinos e aw&s pode também ser utilizado como uma
fonte econbmicamente viavel para a producao enziomas a lipase.

Justifica-se a realizacéo deste trabalho visanadizacéo de residuos agroindustriais
como substratos na producdo de lipases, agregamldo & materiais de baixo custo no
mercado, reduzindo assim o preco final da enzima.

Este experimento teve como objetivo estudar a gé@alde lipases extracelulares por
fermentacdo em estado solido em farelo de arroz adiéenentes suplementos utilizando o

fungoPenicillium crustosum

2 DESENVOLVIMENTO

2.1 MATERIAL E METODOS

2.1.1 Substrato

O farelo de arroz foi fornecido pela empresa Pbliuregido de Santa Vitéria do
Palmar, RS. Este farelo € um subproduto agroindusiestinado muitas vezes a alimentagéo

animal como bovinos, suinos e aves.

2.1.2 Micro-organismo

O Penicillium crustosunfioi repicado em frascos erlenmeyer (500 mL), coedel00
mL de PDA esterilizado e apds retirou-se 0,5 misukgpensao de esporos e incubou-se por
7 dias a 30°C. Para a Coleta dos esporos adicemdi-mL de solugcdo aquosa de Tween 80
(0,1% v/v) e pérolas de vidro estéries ao frasea pamoc¢ao dos esporos. Para a Contagem
dos esporos na camera de Neubauer (Prolab), 1 muspensao foi retirado assepticamente e

diluido de 10 a 1000 vezes em solucéo aquosalaetteween 80.
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2.1.3 Suplementos

Neste experimento foram utilizados como suplementazeite de oliva (AO), 6leo de
arroz (OA) e 6leo de soja(OS) nas concentracoés tlee 0,5%, agua de maceracdo de milho
(AMM) e melaco (Me) 0, 2 e 4%, uréia (U) de 0, 2%.

2.1.4 Fermentagdo em estado sélido

Para a inoculacdo dos fungos utilizou-se 2,5 mlindeulo com concentracdo de
esporos ajustada para se obter 10 8 esporos/dodeatn.Os béqueres foram incubados a 30
°C, em camara climatizada (Tecnal TE-410) por &8hbéquer de polipropileno de 600 mL
tampados com manta acrilica hidrofdbica, conterttlg dle farelo de soja seco com umidade
ajustada para 60% com agua destilada e adicinaglesiglementos, e apds foi realizada a

esterilizacéo (121°C, 15 min).

2.1.5 Atividade enzimética

O processo de extracéo foi realizado em erlenmgsydee250 mL, onde ao meio
fermentado era adicionado tampéao fosfato de sdloriM pH 7,0 na razéo 1:4 ( 10 g de
farelo fermentado para 40 mL de tamp&o). Estesdsafram incubados por 30 min a 35 °C
e 160 rpm em Shaker. ApoOs incubacdo, as amostras fiiltradas, utilizando-se tecido de
nylon e pressao manual obtendo-se o extrato bn#ionético para determinacao da atividade
de esterificacdo. A partir do extrato enzimaticattrliofilizado quantificou-se a reacédo de
esterificacdo do acido oléico e etanol, que fodeida a 40 °C,160 rpm por 40 min onde 0,1
g de enzima foi dissolvida em etanol e &cido oléidiquotas de 50QL foram retiradas em
triplicata no inicio da reacdo. A cada amostrarfoelicionados 20 mL de uma solucédo de
acetona-etanol (1:1) (v/v) para paralisar a re&caatracdo do acido oléico.A quantidade de
acido consumida foi determinada por titulagédo caa®N 0,033M. Uma unidade de atividade
enzimética foi definida como a quantidade de enzopme consome Jumol de &cido

graxo/min, nas condi¢des de ensaio determinadasl¢@ati et al.,2005).
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2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

A maior atividade de esterificacao da lipase fil,88 U/g de substrato seco, onde o
farelo de arroz foi suplementado com 1% AO, 1% OAAMM e 2% U, seguida de 141, 36
U/g de substrato seco onde foram adicionados 1%1800S, 4% AMM e 4% Me. Ferraz,
et al. (2010) estudando a producédo de lipasePpaicillium crustosunem FES e utilizando
como substrato o farelo de arroz encontraram aiiledde esterificacdo de 112,28 U/g de
substrato seco (gss). Kempka et al. (2008) invastig a producéo lipase por Penicillium
verrucosum encontraram cerca de 40 U/g de substeto. Através desses resultados
observa-se que ha necessidade de suplementacaceltode arroz para se obter uma maior
producao de lipase.

A Figura 1 demonstra os suplementos que apresantasultados significativos com
90% de significancia (azeite de oliva, 6leo de sofyua de maceracao de milho), os outros

componentes apresentaram efeito significativo megat
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Figura 1- Diagrama de Pareto para analise dosmepl®s utilizados no farelo de arroz para
melhorar a producéo da lipase.

Martins et al. (2008) utilizaram como substrat@am@lo de arroz e a casca de arroz em
FES junto com 1% de 6leo de soja como suplemertwentaram uma atividade maxima de
producao de lipase para o fungbialemoniunde 129,5 U/g de substrato seco e para o fungo
Aspergillus fumigatude 119,40 U/g de substrato seco.
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3 CONCLUSAO

O uso de suplementos simples e barato é possirgekpgroduzir uma alta atividade
de esterificacao utilizando como substrato o fadaarroz. Os resultados encontrados neste
experimento sdo promissores porque o fuRgoicillium crustosunpode produzir atividades
de lipases em meio economicamente viavel comoofatelarroz, pois este substrato é uma

residuo de baixo custo melhorando assim o preabdenenzima.
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