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RESUMO

As lipases sdo enzimas que catalisam a hidrolise de 6leos e gorduras e em meio
organico catalisam reacdes de esterificacdo e transesterificagdo. A producéo de lipases por
fermentacéo semi-solida possibilita agregar valor a residuos e subprodutos agroindustriais. O
presente trabalho teve por objetivo melhorar o nivel de producéo de lipase de Aspergillus
niger por fermentacdo semi-solida em colunas aeradas utilizando borra de milho e farelo de
trigo. Um delineamento fatorial completo foi realizado e as variaveis aeragdo em vwm (0O;
0,5; 1) e concentracdo de fonte lipidica (borra) em %p/p (0; 0,5; 1) foram avaliadas,
demonstrando serem significativas para a producéo da enzima. A maior atividade lipasica
(329,77 Ulg de massa seca) e atividade especifica (6362,68 U/g de proteina) foram obtidas
no ensaio contendo 1,0% de borra e 1,0 vvm de aeragao.

Palavras-chave: borra de milho; lipase; fermentacdo semi-solida; Aspergillus niger; fungo
filamentoso.

INTRODUCAO

As lipases constituem um importante grupo de enzimas, principalmente por
apresentarem inumeras aplicacdes. Elas catalisam a hidrdlise de 6leos e gorduras liberando
acidos graxos, diacilglicerdis, monoacilglicerdis e glicerol e em meio orgénico séo capazes de
catalisar reacOes de esterificacio (SHARMA, CHISTI e BANERJEE, 2001). A busca por
novas linhagens produtoras de lipases tém crescido nos Gltimos anos, uma vez que o
microrganismo utilizado é de suma importancia para alcancar o sucesso dos bioprocessos.

Dentre as espécies produtoras de lipases, tem merecido destaque o fungo Aspergillus
niger. A técnica de fermentacdo semi-solida (FES) é bastante promissora para produgdo de
enzimas, pois além de usar substratos de baixo custo, como por exemplo, residuos
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agroindustriais, o biocatalisador pode ser produzido de forma mais concentrada, o que pode
facilitar a sua recuperacéo do meio de cultura (MITCHELL et al., 2006).

Os principais indutores utilizados na producgdo de lipases através de FES sdo os 6leos
vegetais (babacu, girassol, oliva, soja, palma, canola, milho), gorduras animais (SILVA et al.,
2005) e borra (DAMASO et al., 2008). A borra € um subproduto gerado pelas indUstrias de
refino de 6leos durante a etapa de neutralizacdo alcalina.

O presente trabalho teve como objetivo melhorar a producéo de lipase de A. niger através
de fermentagdo semi-solida em colunas aeradas, segundo delineamento fatorial completo.

MATERIAL E METODOS

1. Microrganismo

Utilizou-se a espécie Aspergillus niger isolada de amostras de manteiga e selecionado
como um potencial produtor de lipase (MOREIRA et al., 2009).
2. Planejamento Experimental

Em trabalhos anteriores (MACEDO et al, 2009) foi realizado um planejamento
experimental do tipo Plackett & Burman (RODRIGUES e IEMMA) para selecionar as
variaveis que influenciavam de forma significativa a produgdo de lipases. Duas fontes
lipidicas foram testadas: 6leo de oliva e borra de milho, sendo que esta Ultima induziu de
forma mais significativa a produgdo da enzima. Com base nos resultados obtidos, foi
realizado o delineamento fatorial completo para duas variaveis independentes a saber: aeracdo
e concentracdo de borra de milho (Tabela 1). Foram realizados quatro ensaios e trés pontos
centrais * (5, 6 e 7), como pode ser observado na Tabela 2. O delineamento foi realizado em
duplicata e em ambos foram obtidos resultados similares.

Tabela 1. Niveis e varidveis estudadas no planejamento fatorial completo 2% para o
melhoramento das condigdes de produgéo de lipase.

Niveis Variaveis
Aeracdo (vwm) Concentracéo de borra de milho (%)
-1 0 0
0 0,5 0,5
+1 1 1

3. Producéo de Conidios e Preparo do Inéculo para a Fermentagéo

Meios contendo sabugo de milho foram preparados e inoculados com a cultura flngica e
incubados por 5 dias a 32°C. Apds este periodo, foram adicionados 20 mL de solugdo 0,1% de
Tween 80 para o desprendimento dos conidios, formando assim uma suspensdo (COURI e
FARIAS, 1995). O namero de conidios/mL da suspenséo foi determinado atraves de contagem em
camara de Neubauer.
4. Matérias-primas e Indutores Utilizados para a Produgdo de Lipases

Durante a fermentacdo foram empregados farelo de trigo e borra de 6leo de milho,
ambos os subprodutos provenientes da agroindustria. O farelo de trigo foi comprado em
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comércio local e a borra foi gerada durante o refino do 6leo de milho a qual foi gentilmente
cedida pela Industria Granfino S/A, Nova Iguacu, RJ, Brasil.

5. Producéo de Lipases por Fermentagdo Semi-Solida em Colunas Aeradas

No meio de producdo da enzima foram utilizados 60 mL de solucdo de sulfato de
amonio e 10° esporos/g de meio em todos os ensaios. Estes valores foram fixados, pois foram
variaveis que ndo influenciaram de forma significativa o processo de producéo da enzima
(MACEDO et al, 2009). Os meios foram preparados em frascos conicos contendo 100g de
farelo de trigo triturado (tamanho do grdo < 5 mm), adicionados de 60mL de sulfato de
amonio a 1,2% (p/v) pH 7,0 e acrescidos com diferentes concentragdes de borra de milho de
acordo com planejamento experimental descrito no item 2. Os meios foram homogeneizados e
esterilizados a 1 atm por 15 minutos, sendo posteriormente inoculados com suspenséo de
conidios conforme descrito no item 3. A fermentacdo foi conduzida em colunas cilindricas )
aeradas (21,0cm x 2,2cm, contendo aproximadamente 17g do meio de cultivo e imersas em
banho termostatico com circulagéo de ar a 32°C por 48 horas
6. Obtencao do Extrato Enzimético

Apo6s a producdo da enzima por fermentacdo semi sélida, foram adicionados 2,5 mL
de tampdo fosfato de sodio pH 7,0 por grama de meio fermentado. Os frascos foram
encaminhados para o banho-maria sob agitacdo, onde permaneceram por uma hora a 32°C a
100rpm. Posteriormente, os meios fermentados foram homogeneizados e filtrados em papel
de filtro quantitativo. Em seguida, procedeu-se a microfiltracdo através de membranas de
celulose milipore® com porosidade de 0,45um.
7. Determinagao da Atividade Lipésica

A atividade lipasica foi determinada por método titulométrico, segundo a metodologia
descrita por Pereira et al. (2001), com modificagdes.
8. Determinagdo da Concentragéo de Proteina

O teor de proteina foi determinado segundo a metodologia descrita por Lowry et al.,
(1951).
9. Determinagédo da Umidade

A umidade das amostras foi realizada antes da fermentacdo e determinada por
gravimetria, através da perda de &gua sofrida até atingir peso constante.
10. Andlise Estatistica

Procedeu-se a Anélise de Variancia (ANOVA) utilizando o programa Statistic 7.0. Em
todas as andlises, para o valor de p< 0,10 as variaveis foram consideradas como significativas.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados obtidos revelaram que a maior atividade lipasica e especifica (329,8 U/g
de massa seca e 6363 U/g de proteina, respectivamente) foram obtidas no ensaio 4 (1,0% de
borra, 1,0 vwm de aeracdo), enquanto que as menores atividades lipésica e especifica (4,7 U/g
de massa seca e 687 U/g de proteina, respectivamente) foram obtidas no ensaio 1 (sem adicéo
de borra e sem aeragéo), conforme apresentado na Tabela 2.



XVIII Simpodsio Nacional de Bioprocessos
Caxias do Sul/RS - 24 a 27 de julho de 2011

<5 INAEERM 2011

Tabela 2. Matriz para o delineamento fatorial completo 2% com seus niveis codificados e reais
e com as respostas de atividade lipésica e especifica para o indutor borra de milho.

Concentragdo de borra ~ Ativ. Lipdsica  Ativ. Especifica

Ensaios Aeracdo (vwm) (%) U/g massa seca  U/g de proteina
1 -1(0,0) -1(0,0) 4,7 687
2 +1(1,0) -1(0,0) 190,4 4952
3 -1(0,0) +1(1,0) 1715 3028
4 +1(1,0) +1(1,0) 329,8 6363
S5* 0(0,5) 0(0,5) 132,8 2582
6* 0(0,5) 0(0,5) 1413 2808
7* 0(0,5) 0(0,5) 195,8 3364

*Pontos centrais

Na Tabela 3 estdo representados os coeficientes de regressdo e desvios padrdo do
planejamento fatorial completo (27), para a atividade lipésica e especifica. Os coeficientes de
correlagdo obtidos foram 0,9489 e 0,9223, respectivamente. A aeracdo e concentragdo de
borra apresentaram efeito significativo positivo (p<0,1) para a atividade lipésica e especifica
(Tabela 3).

Tabela 3. Coeficiente de regressio e desvio padrdo do planejamento fatorial completo (22),
para a atividade lipésica e especifica.

Atividade Lipésica

Coeficiente de

regressao Desvio padréo t(3) p
Média/Inter.* 166,6 11,67 14,27 0,000746
(1)Aeracao* 85,98 15,44 5,56 0,011438
(2)Concentracéo* 76,54 15,44 4,95 0,015772
1x2 -6,86 15,44 -0,44 0,687029

Atividade Especifica

Coeficiente de

regressao Desvio padréo t(3) p
Média/Inter.* 3397,7 269,99 12,58 0,001082
(1) Aeragdo™ 1899,9 357,16 5,31 0,012978
(2) Concentragcéo™ 937,85 357,16 2,62 0,078606
1x2 -232,508 357,16 -0,65 0,561475

* variaveis estatisticamente significativos (90% confianca).
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Os modelos codificados para a atividade lipasica e especifica foram validados pelas
analises de variancia apresentadas na Tabela 4 e 5, respectivamente. O valor de F (F calculado
maior que o F tabelado) validou estatisticamente os modelos (p<0,1) e permitiram a
construcgdo das superficies de resposta apresentadas nas Figuras 1A e 1B.

Tabela 4. Analise de variancia do segundo delineamento fatorial completo 2° para atividade
lipasica de Aspergillus niger.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado
Variacéo Quadrados Liberdade Médio F calculado
Regresséo 53010,23 2 26505,11 34,75
Residuos 3051,11 4 762,7774

Total 56061,34 6

*F tabelado = 4,32; R°= 0,9489.

Tabela 5. Analise de variancia do delineamento fatorial completo 22 para atividade especifica
de Aspergillus niger.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado
Variacao Quadrados Liberdade Médio F calculado
Regressdo 17956977 2 8978488 20,56
Residuos 1747049 4 436762,4

Total 19704026 6

*F tabelado = 4,32; R°= 0,9223
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Figura 1: Superficie de resposta para atividade lipasica (A) e especifica (B) de Aspergillus
niger
Analisando as superficies de resposta do planejamento fatorial completo (Figuras 1 A
e 1 B), pode-se verificar que as maiores atividades lipasica e especifica foram obtidas em
niveis superiores de aeracao e concentracdo de borra. Portanto, dentre as condi¢des estudadas,
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a melhor condigéo para a producéo de lipase de A. niger em FES foi observada no ensaio 4
(10° de inéculo; 1vvm de aeragdo; 1% de borra e 60mL de sol. de sulfato de sédio).

Trabalhos estdo sendo realizados visando testar também as borras de canola e girassol
para producdo da enzima. Serdo realizadas analises fisico-quimicas das distintas borras com o
intuito de correlacionar os resultados de producdo de lipase obtidos com a composicéo das
mesmas.

CONCLUSOES

A borra de milho pode ser empregada com sucesso para a producao de lipases,
consequentemente agregando valor a esse subproduto. De acordo com os dados obtidos e
considerando-se as condicOes de processo testadas para a produgdo de lipase de Aspergillus
niger em escala de bancada por FES, a melhor condicéo foi observada com 1,0% borra, 1vvm
de aeragdo, 10° esporos/g de meio e 60 mL de solugio de sulfato de amdnio (ensaio 4). Nessas
condigBes foram obtidos 329,7U/g de massa seca e 6363U/g de proteina de atividade lipasica
e especifica respectivamente.
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