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RESUMO - As lipases sao enzimas utilizadas em diversimseseindustriais como o alimenticio, farmacéutico
e na industria quimica. Estas enzimas catalisangdesa de hidrélise, esterificacéo, interesterificagh
transesterificacaddzstratégias para uma maior utilizacdo industriaisde enzimas incluem a selecéo de novos
microrganismos produtores, bem como a utilizacafedaentacdo em estado sélido. As técnicas degixirdas
enzimas podem ser utilizadas para a reducdo descoatcatélise de bioprocessos. Objetivou-se tedtalho
avaliar o efeito das condicdes de extracdo dasdipparoduzidas através de fermentacdo em estdado pélo
fungo Aspergillus niger Todos os fatores de estudo (pH, temperatura &rde extragéo) influenciaram na
atividade enzimatica. A condigdo de extragdo quessmtou os melhores resultados de atividade etieanféi

pH 8, temperatura de 20°C e raz&o de extracda2fle 1:

Palavras-chave Fermentacdo em Estado Solido, Extragédo, Lipases.

1 INTRODUCAO

As lipases sdo enzimas pertencentes a familia idesldses e tem como fungéo bioldgica catalisar a
hidrélise de triacilgliceréis insollveis, obtendont isso, acidos graxos livres, mono e diacilglicesiglicerol.

As lipases possuem facilidade de producdo em grasca, versatilidade na catalise de reacBesntiEssie
hidrélise, podendo agir tanto em meio aquoso comaneio organico, o que lhes confere grande impoidam
mercado industrial (HOUDE et al., 2004; HASAN et 2D06).

A fermentagdo em estado sélido oferece vantagen® cmaior concentracdo na recuperagdo do
produto, menor geracéo de residuos, reducao dammnde agua e a possibilidade de utilizacdo deredbfos
como substrato. A utilizacdo de subprodutos agratrchis como fonte de nutrientes e suporte para o
desenvolvimento do microrganismo, além de agreghr\a materiais de baixo custo no mercado, poda vi
reduzir em muito o preco final da enzima (PANDEMkt1999; CASTILHO et al., 2000).
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A busca por processos de producéo de lipases gsamaodiminuir os custos finais das enzimas séo de
grande interesse, pois as enzimas disponiveis ctalteente apresentam ainda custo elevado. As &ie
extracdo das enzimas podem ser utilizadas pardug&e de custos na catalise de bioprocessos, assim a
eficiéncia catalitica do extrato obtido também pseleaumentada pela técnica.

Obijetivou-se neste trabalho avaliar o efeito dawlizdes de extracdo das lipases produzidas atdavés
fermentacdo em estado sélido pelo furggpergillus niger buscando-se determinar a influéncia do pH, da

temperatura e da razdo de extragdo no processo.

2 MATERIAL E METODOS

O fungo Aspergillus niger(cepa O4), previamente isolado de solo contamiramo 6leo diesel e
selecionado como bom produtor de lipases atravdsrdeentacdo em estado soélido (COLLA et al., 20f09)
utilizado para producao de lipases via fermentaga@stado sélido e posterior purificacdo das mesfmaspa
isolada foi mantida a 4°C em tubos de ensaio com fgjar batata dextrose).

O meio de cultivo foi preparado com 85% de faredotdgo, utilizado como suporte e fonte de
macronutrientes, 15% de casca de arroz, utilizata @umentar a porosidade do meio e facilitarresteaéncia
de oxigénio. A quantidade de meio inicial foi d®D3pde meio de cultivo seco e quantidade final @& & de
meio de cultivo dmido. O meio foi autoclavado a °@2@or vinte minutos. Apés adicionou-se agua detdil
estéril até atingir a umidade de 60%, azeite deaotiomo indutor (2%) e solugdo salina como fonte de
micronutrientes.

Foram distribuidos 50 g desse meio em 12 béquer@althropileno de 600 mL tampados com manta
acrilica hidrofébica. Os experimentos foram incudsadm estufa a 30°C por 8 dias (192 h). O proceattiongde
extracdo da enzima do meio fermentado foi realizdelcacordo com o Planejamento Fatorial Compléto 2
(Tabela 1) em incubadora com rotacdo orbital e @mento, avaliando-se os seguintes fatores: pHpeeatura
e razdo volumétrica de extragao.

A atividade lipolitica foi determinada, em dupl&agtravés do método proposto por Burkert et al.
(2004). Uma unidade de atividade lipolitica foiid&fa como a quantidade de enzima que libera 1 deol
acido graxo por minuto por grama de farelo ferm#gmtamido (1 U = 1 umol.mihg"), nas condi¢ées do

ensaio.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os resultados de atividadética obtidos para os experimentos. Observadse q
a atividade enzimatica variou de 0,66 U a 9,16dnds que esta maior atividade foi obtida com pHsraitbd
(8), menor temperatura (20°C) e maior razdo deaedtr (1:20). Entretanto, atividades enzimaticagipas a 4

U também foram obtidas em condi¢des diferentesctagéo.
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Tabela 1: Matriz do Planejamento Fatorial Comp®tpara estudo do pH, temperatura e razdo de ex{regap

3 pontos centrais e resultados de atividade enmiaat

EXPERIMENTO ([:))(I-l|) (Tempeélztura, °C) (Razéo (;fesextragéo) AT'VIDADE(IEJI;]*ZIMAHCA
1 5 20 1:10 4,39 + 0,62
2 8 20 1:10 1,96 £ 1,38
3 5 40 1:10 1,70+ 0,38
4 8 40 1:10 4,15 + 0,59
5 5 20 1:20 0,66 + 0,93
6 8 20 1:20 9,16 + 0,01
7 5 40 1:20 2,80+2,31
8 8 40 1:20 1,28 £ 0,05
9 6,5 30 1:15 1,45+ 0,69
10 6,5 30 1:15 1,93 £ 0,07
11 6,5 30 1:15 1,72+ 1,07

*Resultados: média + desvio padrdo

A Figura 1 apresenta o Diagrama de Pareto paefeit®s dos fatores estudados, evidenciando que
todos os parametros mostraram influéncia sobrevidade enzimatica, sendo o efeito de interacameeart trés

fatores o mais significativo.

Figura 1: Gréfico de Pareto para os efeitos estimads fatores de estudo sobre a atividade enzanati
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A Figura 2 apresenta o grafico dessa interacace evg trés fatores de estudo sobre a atividade

enzimatica, podendo ser observado que se a extfac&ealizada a 40°C, deve-se utilizar o pH 8 enone
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volume para extracdo da enzima. Maiores volumes @dracao sao requeridos quando esta é efetlz@fa
pH 8, enquanto que se o pH utilizado for 5 deveisgnuir o volume para extracdo, indicando que zirea

produzida pode ficar mais ou menos aderida a mdtiZermentacdo dependendo das condicSes de pH e
temperatura.

Figura 2: Grafico de interagdo entre os fatoreesiiedo sobre a atividade enzimatica
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4 CONCLUSAO

Todos os fatores de estudo (pH, temperatura e daz&xtracao) influenciaram na atividade enziraatic
A condicéo de extracdo que apresentou os melhesettados de atividade enzimética (9,16 U) foi étmpais

alto (8) utilizando menor temperatura (20°C) e maazao de extracéo (1:20).
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