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RESUMO

Lipases sdo enzimas responsaveis pela catalise de reagbes de uma grande
variedade de processos industriais. A fermentacdo em estado soéllido aparece
como uma alternativa para producdo de enzimas devido ao baixo custo e
possibilidade de se utilizar residuos de baixo valor agregado e com grande
abundancia no meio, além de necessitar de uma menor quantidade de energia em
comparacdo com a fermentagdo submersa. Este trabalho teve como objetivo
produzir lipases pelos fungos Penicillim sp. e Rhizomucor sp. via fermentacdo em
estado solido utilizando como meio de suporte bagaco de cana-de-acucar e fibra
de cb6co. Inicialmente foram realizados ensaios preliminares com o intuito de
testar a utilizacdo ou ndo de uma solucdo nutritiva. Apds 0s ensaios, buscou-se
otimizar a producédo de enzimas por meio de um planejamento experimental 33,
onde foram estudados a influéncia da concentracdo de indutor (6leo de soja) em
2,5%, 5% e 10%, a temperatura de 27°C , 30°C e 33°C, e capacidade de
retencdo de campo de 40%, 60% e 80%, para cada meio de suporte e fungo.
Com a utilizacdo do bagaco de cana-de-acucar como meio de suporte, o
Penicillium sp apresentou a maior atividade lipasica (147,5 U/g) nas condicfes de
30°C de temperatura, 60% de Capacidade de campo e 5% do indutor, com a
Concentragcdo do indutor e a Temperatura com influéncia significativa nos
resultados. O Rhizomucor sp apresentou a maior atividade lipasica (161,3 U/qg)
nas mesmas condi¢cdes acima citadas e com a mesma influéncia significativa nos
resultados. Para a fibra de c6co, o Penicillilum sp apresentou a maior atividade
lipasica (75 U/g) nas condi¢des de 30°C de temperatura, 60% de umidade e 10%
do indutor, com a Capacidade do campo, Concentracdo do indutor e Temperatura
com influéncia significativa nos resultados. O Rhizomucor sp apresentou a maior
atividade lipasica (78,9 U/g) nas mesmas condicbes acima citadas e com a

mesma influéncia nos resultados.

Palavras-chave: lipases; enzimas; fermentacdo em estado solido; Penicillium sp;

Rhizomucor sp.



ABSTRACT
Lipases are enzymes responsible for the catalysis of reactions from a wide variety

of industrial processes. Solid fermentation appears as an alternative for the
production of enzymes due to the low cost and possibility of using residues of low
value and with great abundance, besides requiring a smaller amount of energy in
comparison to the submerged fermentation. This work had as objective to produce
lipases by the fungi Penicillim sp. and Rhizomucor sp. by solid fermentation using
sugar cane bagasse and coconut fiber. Initially, preliminary tests were carried out
to test the use of a nutrient solution. After the tests, the enzyme production was
optimized through an experimental design 33, where the influence of the inducer
concentration (soybean oil) was studied in 2.5%, 5% and 10%, at a temperature of
27 ° C, 30 ° C and 33 ° C, and 40%, 60% and 80% field retention capacity for each
medium and fungus. With the use of sugarcane bagasse as a support medium,
Penicillum sp presented the highest lipase activity (147,5 U/g) at 30°C
temperature, 60% field capacity and 5% of the inductor, with the Inductor
Concentration and Temperature with significant influence on the results.
Rhizomucor sp had the highest lipase activity (161,3 U/g) under the same
conditions mentioned above and with the same significant influence on the results.
For coconut fiber, Penicillium sp presented the highest lipase activity (75 U/g)
under conditions of 30 ° C temperature, 60% humidity and 10% of the inductor,
with field capacity, concentration of the inductor and temperature with significant
influence on results. Rhizomucor sp had the highest lipase activity (78,9 U/qg)
under the same conditions mentioned above and with the same influence in the

results.

Keywords: lipases; solid state fermentation; Penicillium sp.; Rhizomucor sp.
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1. INTRODUCAO

A tecnologia enzimatica € um campo promissor dentro das novas tecnologias de
sintese de compostos. O seu interesse vem aumentando a cada dia devido a
ampliacdo do potencial de aplicagcdo de enzimas como catalisadores em
processos industriais. Aproximadamente dois tercos das pesquisas em sintese
organica por biotransformacdo envolvem enzimas hidroliticas (lipases, proteases
e estereases) (CORTEZ et al., 2017). Devido sua versatilivade, as lipases se
destacam no cenario mundial de enzimas pois permitem a catalise de reacdes e
de sintese de forma quimio, regio e enantiosseletiva. Destaque para as reacdes
de hidrolise, e de esterificacdo e transesterificacdo de lipideos(triacilglicerol acil
hidrolases, E.C.3.1.1.1). Seu potencial de aplicacdo € justificado pela sua
capacidade de utilizacdo de uma ampla gama de substratos, estabilidade quanto
a temperatura, pH e solventes organicos (ROVEDA, 2007; ROVEDA,
HEMKEMEIER e COLLA, 2010). Dentre as vantagens dos processos enzimaticos
em comparagao com 0S processos quimicos convencionais estdo as velocidades
das reacOes por enzimas superiores em relacdo aquelas ndo catalisadas, por um
fator de 108 - 10%°. Conforme a literatura, o vasto poder catalitico das enzimas,
pode alcancar, por exemplo, velocidades de reacdo aproximadamente 101 a 10%¢
vezes superiores aos encontrados na auséncia do catalisador (CORTEZ et al.,
2017).

A bioconversao de residuos tornou-se, atualmente, um objetivo como forma de se
compensar a poluicdo. Aguas residuarias das cidades possuem em sua
composicdo uma quantidade consideravel de lipideos (gorduras, 6leos e graxas).
Refinarias de oOleos comestiveis, frigorificos, curtumes e indastrias de laticinios
produzem efluentes com elevadas concentracdes deste composto (MENDES et
al., 2005). A utilizacdo de enzimas como as lipases, com funcéo hidrolitica, pode
ser de grande interesse nos sistemas de tratamento de destes efluentes. Este tipo
de tratamento apresenta a ndo geragdo de subprodutos toxicos, condi¢bes
moderadas de operacdo, reducdo de custos em termos de energia tornando o
processo atrativo sob os pontos de vista econdmico e ambiental (RIGO, 2004;

SINGH e SINGH, 2010). Além disso, 6leos e graxas residuais podem ser
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utilizados como matéria prima em processos industriais, como a geracdo de
biocombustiveis, em funcdo do custo baixo ou custo inexistente. Esta utilizacao
tem sido estudada e defendida (SAIFUDDIN e CHUA, 2006; EL-MASRY, EL-
BESTAWI e EL- ADL, 2004). Com base em indicadores, cientifico e tecnoldgico,
DAIHA et al., (2015) relataram que a importancia das lipases como
biocatalisadores ainda possui um elevado grau de interesse para aplicacdo em
diversos segmentos industriais, com projecdo de crescimento de demanda
mundial estimada em 6,2% por ano, atingindo US$ 345 milhdes em
2017(CORTEZ et al., 2017).

Os fungos tém sido reportados como as principais fontes de lipases para fins
comerciais pois, geralmente, sua producao € extracelular, facilitando sua extracao
do meio de fermentacéo, além de serem considerados seguros para manipulacao
(BRITO, 2012; COLEN, 2006). No entanto, 0s custos dos processos enzimaticos
em relacdo aos processos quimicos ainda sédo elevados. Uma alternativa para
melhorar a recuperacdo da enzima nos processos biocataliticos & a utilizagéo de
enzimas imobilizadas, devido a possibilidade de sua reutilizacdo ap6s o0 processo.
(SINGH e SINGH, 2010).

A fermentacédo em estado sélido (FES) aparece como uma alternativa promissora
para producdo de enzimas. E uma tecnologia de baixo custo por apresentar
possibilidade de se utilizar residuos de baixo valor agregado e com grande
abundancia no meio, além de necessitar de uma menor quantidade de energia em
comparacdo com a fermentacdo submersa. Este processo € uma maneira
eficiente para producdo de enzimas por fungos pois propicia aos microrganismos
condi¢cbes similares ao seu habitat natural (FERNANDES, 2007; DAMASO et al.,
2008; LIMA JUNIOR, 2009).

O presente trabalho objetiva avaliar a produgao de lipases pelo isolado fungico
FO2 (Penicillium sp) e F18 (Rhizomucor sp), obtidos no LABSAN, por fermentacao
em estado sélido (FES), utilizando como meio de suporte, materiais fibrosos com

alta disponibilidade no meio, como o bagaco de cana-de-acucar e a fibra de coco.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial de uso de bagaco de cana de acucar e fibra de c6co como
meio de suporte para a producédo de lipases fungicas por Fermentacdo no Estado

Sdlido a partir dos fungos Penicillium sp. (FO2) e Rhizomucor sp. (F18).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Avaliar o potencial de producdo de lipases pelo fungo Penicilium sp. e

Rhizomucor sp utilizando a fermentacdo em estado sélido;

2) Otimizar os parametros de producéo de lipases pelo fungo Penicillium sp. e

Rhizomucor sp utilizando 6leo de soja como indutor.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 LIPASES

Enzimas apresentam propriedades que propiciam seu uso como catalisadores.
Elas atuam acelerando reacbes de conversdo de substratos em produtos
especificos (OLIVEIRA e MANTOVANI, 2009). Ao contrario dos catalisadores néo
enzimaticos, elas ndo necessitam de valores extremos de pH e altas temperaturas
para realizarem transformacfes de forma seletiva e rapida (COLEN, 2006;
RIBEIRO et al., 2011). Com a sua alta especificidade, as enzimas catalisam estas
reacdes moleculares sem a ocorréncia de reacdes paralelas indesejaveis, comum
em sinteses quimicas (PATEL, 2002). A Tabela 1 demonstra, conforme Oliveira e

Mantovani (2009), as classificacdes e os tipos comuns de reagbes promovidas

por enzimas.
Tabela 1. Classes de enzimas e aplicacfes
Class_,es de Subclasses mais utilizadas Reacdes mais comuns
Hidrolases Esterases Ilpases amldases H|droI|se e formag:ao de esteres
Oxidorredutases DeS|drogenases "mono e OX|dada(;ao e redugao de
Transferases Quinases “Fosforilagao (dependente de
Ligases Aldolases transaldolases Reagao aldollca formagao de
Liases Carboxmases amonla liases, Adlgao e ellmlnagao em Ilgagoes
Isomerases Racemases, epimerases |50_mef|~2390€f5 como

Fonte: Livros de Biogquimica.

Dentre as diversas enzimas, uma que se destaca sé&o as lipases. As lipases
(glicerol éster hidrolases, E.C. 3.1.1.3) compreendem um grupo de enzimas
hidroliticas capazes de catalisar reacdes envolvendo Oleos e gorduras.
Classificadas como hidrolases, atuam na interface Oleo-dgua catalisando a
hidrolise  de triacilglicer6is  liberando acidos graxos, diacilglicerdis,
monoacilglicerois e glicerol. Além disso, em meio aquo-restritos, essas enzimas
podem catalisar reacbes de sintese, como esterificacdo e transesterificacao
(JAEGER et al., 1999; SAXENA et al., 1996; SHIMADA et al., 2002; JAEGER et
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al.,1994; JAEGER e REETZ, 1998; JAEGER e EGGERT, 2002; UEDA et al, 2002;
ELLAIAH et. al, 2004).

Lipases podem apresentar caracteristicas distintas entre si em funcéo da grande
diversidade obtida a partir de microrganismos. Geralmente ndo necessitam de
cofatores, ndo sendo necessario pequenas moléculas organicas ou inorganicas
para realizarem suas funcdes. Atuam em uma ampla faixa de pH e sé&o
relativamente estaveis a altas temperaturas. Apresentam grande especificidade,
ou seja, preferéncia em hidrolisar um determinado grupo de substrato (SAXENA
et al., 2003, PANDEY, 2003; NING LI, MIN-HUA ZONG, 2010; GUPTA, GUPTA;
RATHI, 2004).

3.1.1 Aplicagbes De Lipases

Devido a versatilidade e estabilidade, as lipases tém grande aplicacdo nas
industrias de alimentos, detergentes, farmacéutica, téxtil, cosmética e papeleira.
Suas caracteristicas permitem a sintese de compostos de alta pureza, com

reduzida producéo de subprodutos e residuos (PINHEIRO, 2006).

As lipases tém sido frequentemente utilizadas na resolugcdo de misturas
racémicas, na formulacdo de detergentes e sintese de biosurfactantes; no
tratamento de efluentes, na industria agroquimica; na manufatura do couro e
papel; na nutricdo; na producdo de aromas; na formulacdo de perfumes,
fragrancias e cosméticos; na fabricacdo de plasticos e fibras sintéticas; na sintese
de sedativos e outros farmacos; dentre outras (CAMMAROTA e FREIRE, 2006;
HASSAN et al.,, 2006; WILKINSON e BACHMANN, 2006). A Tabela 2 cita,
conforme Fernandes (2007), aplicacdes de lipases ja desenvolvidas.

Na industria oleoquimica, sua utilizacdo proporciona vantagens com a diminuicdo
de gastos de energia e a minimizagdo da degradacdo térmica dos compostos
quando comparada as rotas quimicas tradicionais. Seu espaco de utilizacao
nesse campo industrial € amplo, tendo superioridade aparente. No entanto, as
tecnologias para esse setor da industria ainda nédo alcancaram um nivel de
utilizacado proporcional ao seu potencial de aplicagbes (HASAN et al.,, 2006,
PINHEIRO, 2006).
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Outra aplicacédo de grande importancia no mercado € a utilizacdo da lipase para a
producdo de biodiesel. O Biodiesel € um combustivel renovavel, biodegradavel e
ambientalmente correto, constituido de uma mistura de ésteres metilicos ou
etilicos de é&cidos graxos, obtidos da reacdo de transesterificagdo de qualquer
ou etanol

triglicerideo  com um alcool de cadeia curta como metanol

(RANGANATHAN et al. 2008).

Tabela 2: Aplicacdo de lipases conforme o tipo de reacao catalisada

Areas de

'rl"ipos~de Areas of Aplicagdes Produtos Referéncias
Hidrdlise

Alimentos  Hidrelise da gordura _ AdeNtes Hasan et al, 2006;

(laticinios) 4o leite avorizantes para illeneuve et al.,

queijos e derivados 2000.

ﬁplﬁos %raxos, Hasan et al., 2006;
Quimica o . 'glicerideos € — q4rio et al., 2001;
Hidrdlise de dleos e monoglicerideos v '

(Processamento orduras (emulsificantes Undurraga et al.,
do Oleo) 9 ’ 2001; Villeneuve et

reagentes para
o5 AL al., 2000.
analise de lipidios)

Hasan et al., 2006;

Quimica Remover manchas Detergentes para Kirk et al., 2002;

. lavanderias e uso
(Detergente) de dleo domésti Sharma et al.,
oméstico
2001.
Medicina _Dc_’sagem de Kits diagnosticos Hasan et al., 2006.
trialicerideos no
Esterificagdo

Quimica Fina

Sintese de ésteres

Intermediarios
quirais ésteres,
emulsificantes

Bucala et al., 2006;
Fernandes et al.,
2006; Foreti e
Ferreira, 2006;
Hasan et al., 2006;
Romero et
al.,2005;
Fernandes et al.,
2004; Ghamgui et
al., 2004.

Oleos ou gorduras,

melca Estenflca_g:_ao ou Flavorizantes e Hasan et al., 2006
Alimentos transesterificagao .
aromatizantes.
Sintese de Drogas Wilkinson e
intermediarios de antiinflamatorias Bachmann, 2006;
Quimica medicamentos- €COmo naproxeno, Jaeger e Eggert,
farmacéutica preparagao de ibuprofeno, 2002; Zhang et al.,
intermediarios cetoprofen, 2002;Van Dyck et
homoquirais suprofen. al., 2001.

Transesterificagdo
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Salis et al., 2005;
Hsu et al., 2004;

Quimica Fina Transesterificagao Biodiesel Salis et al., 2003;
de oleos vegetais Shimada et al.,
2002; Zhang et al.,
2002;

Fonte: Fernandes (2007).

3.1.2 Fontes de Lipases

Lipases sdo uma classe de enzimas amplamente disponiveis no meio natural.
Podem ser isoladas a partir de células animais (lipases pancreéticas, gastricas e
hepéticas), de células vegetais e, atualmente, tem se utilizado cada vez mais
lipases de origem microbiana. Existe um grande aumento no interesse pelas
lipases microbianas devido as dificuldades de acesso ao material de origem
animal. Mais de 65 espécies microbianas ja estdo descritas como produtoras de
lipases (ZHANG; GUAN, 2009; POLIZELLI et al, 2008). A Tabela 3 apresenta as

principais fontes, origens e métodos de obtencao de lipases.

Tabela 3: Fontes, origens e métodos de obtencdo de lipases.

FONTES ORIGENS METODOS DE OBTENCAO
Vegetais Sementes, Sucos, Polpas Trituracdo de Tecidos
Animais Mucosas, Figado, Pancreas Trituracédo de Tecidos
Microorganismos Bactérias, Fungos Cultura submersa

Fonte: Hasan et al. (2006).

As enzimas microbianas sédo frequentemente mais utilizadas, devido a grande
variedade de atividades cataliticas disponiveis, a facilidade de manipulagéo
genética, o rapido crescimento de microrganismos em residuos e por serem mais

estaveis que as extraidas de plantas e animais, tornando sua produgdo mais
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conveniente e segura. S8o também mais utilizadas devido a razfes técnicas de
obtencdo, uma vez que enzimas vegetais necessitam de grande quantidade de
plantas para se obter uma quantidade consideravel e as enzimas de origem
animal sdo subprodutos das industrias de carne, cujo suprimento é limitado para
demanda em grande escala (COLEN, 2006; HASAN et al., 2006; KAPOOR,;
GUPTA, 2012).

As lipases obtidas de microrganismos constituem um grupo importante de
enzimas para a aplicacdo biotecnolégica no que se refere a especificidade ao
substrato e facilidade de producdo em massa, sendo atrativas para o segmento
industrial (HASAN et al., 2006).

Apesar de todos os avancos tecnoldgicos ja obtidos para aperfeicoar a sintese de
lipase por meio do uso de cepas microbianas, a selecdo de cepas selvagens
produtoras ainda € uma solucéo, principalmente em paises que apresentam uma
grande biodiversidade. Essa busca por microrganismos que possam produzir
diferentes lipases, com propriedades otimizadas, tem por objetivo gerar novas
perspectivas tanto na area cientifica quanto na area industrial além de otimizar os
processos de producdo por meio de microrganismos ja catalogados. Entre os
microrganismos produtores estdo as bactérias, os fungos filamentosos e as
leveduras (SHARMA et al.,, 2001; COLEN, 2006; ZHANG; GUAN, 2009;
PIMENTEL, 1996; SEMIONATO, 2006; LIMA JUNIOR, 2009).

3.1.2.1 Bactérias

Lipases foram detectadas em bactérias ha mais de um século. Atualmente as
bactérias mais utilizadas no ramo industrial sdo as espécies dos géneros
Achromobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Burkholderia, Alcaligenes e
principalmente Pseudomonas. A principal vantagem do uso de bactérias € o seu
rapido crescimento celular em relagdo a outros microrganismos produtores de
lipases (JEAGER et al., 1999; JOSEPH et al., 2007).

Geralmente, bactérias produzem lipases como resultado do seu crescimento em

meios de cultura que contém lipidios como fonte de carbono e uma fonte organica
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de nitrogénio. Esses microrganismos conseguem atuar em ampla variacao de pH,

mas apresentam melhor rendimento em ambiente alcalino (GUPTA et al., 2004).

Em algumas bactérias patogénicas, lipases foram relacionadas pela importancia
que apresentam no desenvolvimento de algumas doencas, tendo, em alguns
casos, grande importancia como fator de patogenia. Um exemplo seria a
Pseudomonas aeruginisa, patdégeno produtor de lipase que causa uma variedade
de doencas infecciosas em pacientes imunodeprimidos, podendo em muitos
casos causar a morte (JAEGER et al., 1991, RAJENDRAN et al., 2008).

Devido ao risco da utilizacdo de lipases de origem bacteriana, e também a sua
limitacdo na industria alimenticia, seu uso vem sendo diminuido em funcédo da

utilizacao de outros microrganismos (COLEN, 2006).

3.1.2.2 Leveduras

Com relacéo as leveduras, o0 primeiro registro que se teve da producao de lipase
a partir desses microrganismos aconteceu na metade do século passado
(PETERS e NELSON, 1948). A lipase produzida é constituida por vérias
isoformas que apresentam pequenas diferencas com relacdo as suas
propriedades cataliticas (SHARMA et al., 2001; DE MARIA et al., 2006; PUTHLI et
al., 2006). Entretanto, a quantidade de leveduras capazes de produzir lipase é
muito pequena, tendo somente a Candida rugosa e C. antartica destague quanto
as suas aplicacdes. (GONCALVES, 2007, SALIHU et al, 2011).

Lipases produzidas por Candida rugosa tem se tornado uma das enzimas mais
utilizadas na industria devido a sua alta atividade, tanto na hidrolise, como em
sintese (VAKHLU; KOUR, 2006). No Japao, utiliza-se essa lipase para a producéo
de ésteres a partir de mamona desde 1985 (MACRAE; HAMMOND, 1985) e ha
varios relatos da utilizagcdo desta lipase em diversos processos industriais
(RAJENDRAN et al., 2008 ; PANDEY et al., 2001).
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3.1.2.3 Fungos Filamentosos

Fungos sdo os microrganismos mais utilizados para producéo de lipases para o
ramo industrial pois normalmente excretam enzimas extracelulares, o que facilita
a sua extracdo do meio reacional, além de serem seguros quando utilizados no
ramo alimenticio ou farmacéutico (PINHEIRO, 2006). Sdo muito valorizados

porque em sua maioria ndo sao nocivos a saude humana (JAEGER et al., 1994).

As lipases produzidas a partir de fungos sdo mais utilizadas por possuirem
caracteristica de alta velocidade de sintese e alto rendimento de conversdo do
substrato em produto. Além do fato de serem termoestaveis, elas apresentam
versatilidade e simplicidade na manipulacdo ambiental e genética de seu
potencial produtivo (SHARMA et al.,, 2001). Além disso, ha uma grande
quantidade de géneros de fungos produtores de lipase devido a sua ampla
distribuicdo na natureza. Dentre os géneros de fungos filamentosos produtores de
lipase, podem ser citados os das espécies Aspergillus, Penicillium, Fusarium,
Rhizomucor, Geotrichum e Rhizopus (PIMENTEL, 1996). Segundo Colen (2006),
os melhores produtores pertencem ao género Geotrichum, Penicillium e

Aspergilus.

Existem poucos fungos fitopatogénicos (fungos patogénicos de plantas) e
entomopatogéncios (fungos patogénicos de insetos) produtores de lipase. Podem
ser citados, em relacdo ao primeiro, os géneros Alternaria e Colletotrichum.
Quanto ao segundo, Beauveria e Metarhizium (SILVA et al., 2005).

Fungos filamentosos, especialmente as espécies Aspergillus e Penicillium, tém
sido usados amplamente na producdo de enzimas, devido a um histérico de
utilizagbes desses géneros na produgdo industrial de alimentos e bebidas
tradicionais como queijos, saqué, etc., além das lipases obtidas por esses

géneros ja serem comercializas amplamente (COLEN, 2006).

A producdo de lipases por esses fungos é influenciada diretamente pelas
condi¢bes de cultivo (pH, temperatura, concentracédo de nutrientes, dentre outros)
e pela concentracédo e tipo do indculo utilizado. As respostas as condi¢des de
cultivo também afetam de forma diferente as espécies e/ou isolados fungicos. O

mesmo fator pode estimular a producao de determinado isolado, enquanto pode
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inibir ou ndo afetar a producdo de outra espécie (RODRIGUES, 2011,
Ramachandran et al., 2004).

O emergente mercado para as lipases tem exigido uma selecdo de novos
microrganismos produtores. Assim, estudos de fungos que apresentam maiores
taxas de producdo vém sendo desenvolvidos visando a reducédo de custos e um
consequente aumento de produtividade, além da obtencdo de enzimas com
caracteristicas especializadas (SHARMA et al., 2001; JOSEPH et al., 2007).

3.2 PRODUCAO DE LIPASE MICROBIANA

Atualmente, existe uma grande diversidade de lipases sendo produzidas em
escala e aplicadas comercialmente, onde a utilizacdo industrial destas enzimas
depende necessariamente da reducdo de custos de producdo. Isso podera ser
alcancado através da selecdo de novos microrganismos produtores, de
melhoramento genético, de modificacdes no meio de cultura e de otimizacdo das
condi¢cbes de cultivo e dos sistemas de producdo (GUTARRA, 2003; RIGO et al.,
2009).

Fermentacdo submersa (FS) e fermentacdo em estado sélido (FES) sédo as duas
abordagens bésicas para a producao de enzimas, tendo cada técnica vantagens e
também desvantagens (SUN; XU, 2008). Na FES, o microrganismo cresce em
substratos solidos umedecidos ou suportes inertes, com baixas porcentagens de
agua livre, com teor de umidade de até 70%, e na FS, os substratos sao
dissolvidos em meio liquido contendo nutrientes solaveis (PANDEY, 2003;
CASTILHO et al., 2000; MITCHELL et al., 2006; RAHARDJO et al., 2005).

Residuos, que incluem, desde rejeitos agro-industriais até residuos oleosos da
indUstria, podem servir como substratos ideais para processos microbianos
utiizando a fermentacdo em estado solido devido aos seus componentes
organicos presentes grande quantidade. Tal conducdo experimental é
interessante em virtude da similaridade com o habitat natural do microrganismo, e
0s insere em estreita proximidade com o conteddo de nutrientes para o seu
crescimento adequado e producgéo dos produtos de interesse (SINGHANIA et al.,
2009).
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3.2.1 Fermentacdo submersa (FS)

A fermentacdo submersa (Figura 1) € uma metodologia largamente utilizada para
a producao de lipases em escala industrial pois, além de ser uma tecnologia de
facil execucdo e controle, apresenta satisfatérios rendimentos de producédo
(SANT’ANNA JR, 2001; MAIA et al., 2001). Consiste basicamente de um meio
fermentativo liquido, com fontes de nutrientes soltveis (ALONSO, 2001, COLLA et
al., 2010). Apresenta grande homogeneidade e, consequentemente, eficiente
transferéncia de nutrientes, principalmente quando o substrato utilizado € um
triglicerideo (CASTILHO et al., 2000). A producéo de enzimas por FS possui certa
facilidade quando realizada em grande escala, pois, além de apresentar meio
homogéneo, possibilita que os parametros do processo sejam monitorados
através de sensores (WOLSKI, 2008; IFTIKHAR et al.,2010).

Figura 1. Representacdo da Fermentacdo Submersa.
Fonte: Fernandes (2007).

Esse método de fermentacdo pode ser realizado em uma variedade de sistemas,
tais como frascos agitados, agitadores de bancada e fermentadores industriais
(MAIA et al.,, 2001; ELLAIAH et al., 2004; MAHADIK et al., 2004). Estes
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fermentadores podem ser operados em regime continuo, semi-continuo e
descontinuo. Sendo que, no regime continuo, existe a relacdo constante da
entrada de substrato com a saida do meio fermentado. O regime descontinuo
pode ser realizado em batelada, fornecendo quantidades Unicas de substrato no
inicio do experimento. Este processo apresenta baixo custo, mas necessita de um
maior controle operacional para garantir as propriedades do produto final
(PINHEIRO, 2006; LI et al., 2007).

A FS apresenta maior possibilidade de contaminagdo devido a maior quantidade
de agua envolvida no processo, quando comparada com a fermentacao no estado
sélido. Além disso, quando a enzima produzida é extracelular, comum na maioria
dos microrganismos produtores, e pelo fato de estar diluida no meio de cultivo, se
faz necesséria uma etapa de purificagdo mais complexa (ALONSO, 2001).

Em relacdo a parte econdbmica, a FS geralmente apresenta alto custo quando
comparada a fermentacdo em estado sélido, podendo apresentar valor até 70%
maior (PINHEIRO, 2006; BAN et al., 2002). O processo produz grandes volumes
de efluentes, além de demandar uma maior quantidade de energia (NAGY et al.,
2006).

3.2.2 Fermentacdo em Estado Sélido (FES)

A fermentacdo em estado sélido (Figura 2) tem como caracteristica a baixa
atividade de agua no meio. Sdo utilizados substratos insolGveis que atuam como
suporte fisiologico e fonte de nutrientes para o crescimento de microrganismos e,
em casos em que os nutrientes oferecidos pelo substrato sdo insuficientes, é
comum realizar a suplementacao deste meio (ALONSO, 2001; SHRESTHA et al.,
2009; PANDEY et al., 1999).
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Figura 2: Representagéo da Fermentacdo em estado solido
Fonte: Fernandes (2007).

Para a realizacdo da FES, a escolha adequada do microrganismo € de suma
importancia para obtencdo de bons resultados. De acordo com a classificacdo
tedrica, em termos de atividade de &gua, somente fungos e leveduras seriam
microrganismos adequados para fermentacdo em estado sélido (VARGAS, 2004;
COUTO; SANROMAM, 2005). Bactérias exigem uma alta quantidade de agua e,
portanto, ndo seriam adequadas. Contudo, existem estudos que demonstram que
bactérias podem ser usadas nestes processos, se bem controladas e
manipuladas (PANDEY, 2003). Xu et al. (2002) relata que fungos filamentosos
sdo os mais adequados para serem utilizados na FES por possuirem crescimento
vigoroso e capacidade de utilizar substratos variaveis. A Tabela 4 mostra os

principais fungos estudados para a producgao de lipases por FES.

Tabela 4: Principais fungos envolvidos na producao de lipases por FES.

Microrganismo Substrato Referéncias
Aspergillus oryzae Torta de 6leo de coco Ramachandran et al., 2004.
Torta de gergelim Kamini et al., 1998.
Aspergillus niger Farelo de trigo Mahadik et al., 2002.
Farelo de trigo Nagy et al., 2006.

Monascus fulginosus Bagaco de cana Liu et al., 1995.
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Neurospora sp TT-241 Farelo de trigo Lin et al., 1996.
Castilho et al., 2000.
Penicillium restrictum Torta de babagu Palma et al., 2000.
Gombert et al., 1999.
_Penicillium Torta de soja Di Luccio et al., 2004.
, . R Dalsenter et al., 2005.
Rhizopus oligosporus Torta de améndoa Ul-Hag et al., 2002.
Rhizopus Rodriguez et al., 2006.

Bagago-de-cana

homothallicus Diaz et al., 2006.
_Rhizopus Bagago-de-cana Cordova et al., 1998.
rhizopodiformis
Rhizomucor pusillus Bagaco-de-cana Cordova et al., 1998.

Fonte: Fernandes (2007)

A selecdo e otimizacdo dos parametros fisico-quimicos e bioldgicos, tais como
tamanho das particulas, umidade, temperatura, pH, concentracédo do indutor, pré-
tratamento do substrato, agitacdo e aeracdo, suplementacdo nutritiva e

guantidade do inéculo é de grande importancia (PANDEY, 2003).

Pesquisas tém demonstrado a importancia da utilizacdo de indutores para a
producado de lipases, tanto na FES quanto na FS. Sua utilizacdo como fonte de
energia e carbono € necesséaria para a maioria dos microrganismos. Estes
indutores séo adicionados em concentracdes reduzidas como fonte de carbono e,

geralmente, sao triglicerideos, ésteres ou acido graxo (CASTILHO et al., 2000).

A escolha do substrato também apresenta papel importante para o processo. Os
substratos podem ser utilizados apenas como meio de suporte, ou também como
fonte de nutrientes para crescimento. Uma grande vantagem do processo € a
possibilidade da utilizacdo de substratos com baixo valor agregado, como 0s
residuos agroindustriais e do saneamento (COLEN, 2006; MAHADIK et al., 2002).

7

Outra vantagem € a utilizacdo direta dos esporos dos microrganismos na
inoculacado, evitando etapas prévias, como pré-cultivos que envolvem grandes
volumes de meio e tanques para o crescimento. O desenvolvimento dos fungos
ocorre em condi¢cBes similares as do seu habitat natural e o fato de o meio de
cultivo apresentar baixa atividade de agua reduz o problema de contaminagdes,
especialmente por bactérias (VARGAS, 2004).
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Apesar da fermentacdo em estado solido apresentar diversas vantagens, alguns
problemas podem ser verificados, como a dificuldade na medicdo de pH, umidade
e temperatura, devido a baixa homogeneidade (MARTINS, 2001). A automacao
desse processo € dificultada, exigindo maiores custos para o controle dos
parametros. Além disso, é necessario pré-tratamento do substrato, a fim de
eliminar contaminantes que possam interferir no crescimento do microrganismo e
na qualidade da lipase formada (PINHEIRO, 2006).

Mesmo apresentando desvantagens, a FES mostra-se vantajosa em relacdo a
fermentacdo submersa devido a possibilidade de utilizacdo de residuos
agroindustriais e do saneamento como substrato, reduzindo os custos do
processo, agregando valor e destinacdo a estes residuos. A FES apresenta maior
produtividade, formacgdo de produto final mais estdvel e em maior concentragédo
(HOLKER, HOFER e LENZ, 2004; RIGO, 2009).

4. METODOLOGIA

O presente trabalho foi realizado no Laboratorio de Microbiologia, vinculado ao
Laboratorio de Saneamento — LABSAN do Departamento de Engenharia
Ambiental do Centro Tecnologico da Universidade Federal do Espirito Santo (CT-
UFES), localizado em Vitoria, ES.

Para garantir condi¢cdes estéreis de crescimento dos microrganismos, a agua, 0S
meios de cultura e/ou substratos, vidrarias e utensilios laboratoriais foram
esterilizados em autoclave a 121°C, durante 20 minutos e devidamente

acondicionados.

Foram determinadas as melhores condigdes de crescimento e de produgao da
enzima de acordo com o tipo de meio de suporte e adi¢cado de indutores. Nestes
estudos, as fermentag¢des foram analisadas em termos de producao de atividade

lipolitica.

4.1 MATERIAL

Os microrganismos utilizados neste trabalho foram os fungos Penicillium sp. e

Rhizomucor sp. isolados por Rodrigues (2011), e cedidos pelo LABSAN. Os
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mesmos foram repicados em meio PDA (Potato Dextrose Agar) e acondicionado

em estufa bacterioldgica a 30°C.

Os meios de suporte utilizados foram fibra de coco, doado pelo LABSAN, e
bagaco de cana-de-agtcar doado pela empresa RAIZEN.

Para o preparo das solugdes-tampédo foram utilizados os reagentes fosfato de
sédio monobasico anidro e fosfato de sédio dibasico heptahidratado, da Nuclear
(Brasil), &cido bédrico e Borax, da Dinamica (Brasil), &cido acético glacial, da Vetec
(Brasil) e acetato de sodio trihidratado, da Nuclear (Brasil). Para o preparo da
solucédo nutriente, utilizou-se K2HPO4 (Vetec, Brasil), NaNO3 (Nuclear, Brasil),
Uréia (Chemco, Brasil), MgSO4 (Dinamica, Brasil), ZnSO4 (Synth, Brasil), FeSO4
(Synth, Brasil) e MnSO4 (Synth, Brasil).

4.1.1 Preparo do inéculo

Utilizou-se placas de petri com meio de cultura PDA 3,9% (m/V) para o
crescimento do microrganismo, repicando-se cinco porc¢des da colonia para a
placa na forma de estrela (Figura 3) e mantendo em estufa bacteriolégica a 30°C
por 7 dias (FREIRE, 1996).

Figura 3: Pequenas por¢des do fungo repicadas na forma de estrela na placa de

petri com meio Sabouraud.

Durante este processo, foi estudada a cinética de crescimento do microrganismo
com 7 placas de petri contendo meio PDA 3,9% (m/V), mantendo-as em estufa a

30°C por 7 dias. A cada 24 horas uma placa era utilizada para contagem de
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esporos em Camara de Neubauer. A raspagem dos esporos foi realizada
adicionando a placa de petri 10 ml de 4gua deionizada esterilizada e 0,1 mL de
solugdo TWEEN 80 0,01%. A superficie do meio foi raspada com alga
descartavel, transferida para frasco ambar esterelizado e acondicionada em
geladeira. Logo apoés foi determinada o nimero de esporos em suspensao da
solucdo com o auxilio de um microscépio Optico e Camara de Neubauer
(Raimbault & Alazard, 1980, citados por HASAN, 1998).

A contagem dos esporos foi feita transferindo para a cédmara 15 pL da sua
solucédo. Logo apos foram contadas as células nos 4 campos de um lado da
camara, e dividiu este valor por 4, para obter-se a média. O calculo da

concentragéo de esporos foi feito de acordo com a Equagéao 1:

(esporos) __ NumeromeédiodeesporoscontadosX fatordediluicdo
esp mL 4Xx10~4mL

4.1.2 Preparo dos meios de suporte

Como meio suporte para o cultivo dos microrganismos foram utilizados bagaco de
cana-de-acucar e a fibra de c6dco. Ambos foram secos a 55-60°C em estufa por
24 horas. Apés a secagem, foram moidos, e peneirados em peneiras Tyler de 10
e 30 MESH, correspondendo ao tamanho de particula de 0,6 e 2,0 mm. Apés a
selecéo, foram lavados trés vezes com agua destilada e seco a 80°C por 24 horas
(MOREIRA et al.,2007). Apés a selecao, determinou-se a capacidade de retencao
de campo de cada um. Os mesmos foram acondicionados em sacos plasticos e
mantidos em freezer. Para a caracterizacdo, 0os meios de suporte foram
submetidos a um processo de extracdo dos seus componentes. Utilizou-se
tampéo fosfato de sédio 50 mM pH 7,0 (DEUTSCHER, SIMON & ABELSON,
1990) na proporc¢do 1:17 (g de sélido/mL de solucdo-tampéo), a 35°C e 130 rpm,
durante 2h em incubadora. Logo apds o extrato foi filtrado e centrifugado a 2500
rpm para remogdo dos solidos suspensos. Apds o procedimento se realizou a
caracterizagdo das amostras, onde determinou-se o0s carboidratos totais,

proteinas e gorduras.

4.2 FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO (FES)
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Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados os meios de suporte (bagaco
de cana-de-acUcar e fibra de c6co) citados anteriormente, a solugcdo de esporos
obtida do fungo Penicillium sp. ou Rhizomucor sp., uma fonte de nutrientes para
fornecer compostos suplementares necessarios ao desenvolvimento do
microrganismo no meio fermentativo, além do indutor de crescimento (6leo de

soja).

As fementacdes foram realizadas em erlenmeyrs de 250 ml onde foram
adicionados 10 g de substrato. Os frascos foram esterelizados em autoclave a
121°C. Apos, foi ajustada a capacidade de retencdo do campo adicionando a
solucdo nutriente e o indutor conforme as quantidades especificadas em cada
experimento. Apds o preparo, 0s ensaios foram inoculados assepticamente com
uma solugdo de esporos na concentragdo de 108 e o meio fermentativo misturado
com o auxilio de bastées de vidro para que homogeneizar o meio fermentativo e
se atingisse uma fermentacdo mais eficiente. Os frascos foram incubados em
estufa bacteriolégica por 96 h (FERNANDES, 2007). Os experimentos foram
realizados em triplicata.

4.2.1 Preparo de solucao tampéo e solucao nutriente

Uma solucao de tampéo fosfato (100mM, pH 7,0) foi feita para o preparo final da
solucéo de nutrientes. As quantidades de nutrientes utilizados para o preparo das
solugdes foram baseadas no meio Czapeck modificado (HASAN, 2002), para um
volume final de liquido (solucdo-tampédo) de 500 mL, e sdo apresentadas na
Tabela 5.

Tabela 5: Composicdo da solucdo nutriente

Nutriente Massa
K2HPO4 6,25
NaNOs 1,00

Uréia 1,50
MgSO4 0,40
ZnS0O4 0,25
FeSO4 0,25
MnSO4 0,10

Fonte: Hasan, 2002.
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4.3 EXTRACAO DA ENZIMA

Ao final da fermentacdo, a extracdo do preparado enzimatico foi realizada
adicionando, para a fibra de coco, 100 mL de solucdo-tampéao fosfato de sodio
(100mM, pH 7,0) e, para o0 bagaco de cana-de-acucar, 150 ml do mesmo tampao.
Conforme citado por IKASARI & MITCHELL, 1996, foi utilizado tampao neutro
para extracao a fim de se evitar alteracdes no equilibrio de reacéo caso se utilize

agua, ja que ndo se obtém um pH estavel durante o processo.

ApoOs a adigdo da solucéo, os frascos foram colocados em incubadora shaker por
30 minutos a 25°C e velocidade de agitacdo de 150 rpm. Este material foi
prensado e filtrado em gaze para a obtencdo do meio de cultivo fermentado, e
centrifugado a 3000 rpm por 2 minutos para remocao de solidos. O sobrenadante
foi estocado em freezer para dosagem da atividade lipasica (GOMBERT et al,
1999).

4.4 METODOS ANALITICOS
4.4.1 Determinacdo da atividade hidrolitica

Para dosagem da atividade de hidrélise dos extratos, foi utilizada a metodologia
adaptada de Freire et al., (1997), citados por GOMBERT et al., (1999).

Foi preparado uma emulsédo de 6leo de oliva 10 % (m/v) e goma arabica 5 %
(m/v) em tampéo fosfato de s6dio 100 mM pH 7,0. A 18 mL desta emulséo foram
adicionados 2 mL da amostra do extrato bruto aquoso. Apds incubagdo por 15
minutos a 37°C com agitacdo constante de 160 rpm. ApOs 0 tempo previsto, a
reacao era interrompida através da adicdo 20 ml de uma solucdo de acetona-
etanol (1:1 v/v). Os acidos graxos liberados durante a reacédo eram entdo titulados
até pH 11 com solucdo 0,05 M de NaOH em titulador automatico. Os brancos
reacionais foram preparados adicionando-se a solucdo de acetona-etanol e a

amostra logo em seguida foi titulada.

O calculo da atividade hidrolitica foi realizado de acordo com a Equagéo 2. Uma
unidade de atividade hidrolitica & definida como a quantidade de enzima capaz de

liberar 1 ymol de acido graxo por minuto nas condi¢cdes de reacao (Cavalcanti et
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al., 2005; Leal, 2000). As dosagens foram realizadas em triplicata e a média

aritmética dos valores foi utilizada.

_ (Va = V) X M x 1000 _ ¥

AH
txV, m

Onde:

AH = atividade hidrolitica (U/g);

Va = volume de NaOH gasto na titulagcdo da amostra retirada apds a reagado (mL);
Vb = volume de NaOH gasto na titulacdo da amostra retirada no tempo zero-
branco (mL);

M = molaridade da solu¢do de NaOH (mmol/mL);

t = tempo de reacao (min);

Vc = volume do extrato enzimatico usado na reacao (mL);

Vd = volume do solvente usado na extracao (mL);

m = massa de sélido usado para extracdo (seco ou Umido).

4.4.2 Otimizacdo das condicdes do processo de fermentacdo em estado
solido
Os ensaios preliminares de producdo enzimatica foram realizados para verificar o

crescimento e a producdo da enzima pelo fungo selecionado conforme o tipo de

suplementacao.

Esses ensaios foram realizados com bagaco de cana e fibra de c6co, ambos com
granulometria entre 0,6 e 2,0 mm, umidificando-os em 50 % a capacidade do
campo com solucéo salina citada anteriormente, com agua ou com tampao fosfato
pH 7. O tempo e a temperatura de fermentacdo nesta etapa foram definidos em
96 horas e 30°C, segundo resultados obtidos em Vargas, 2004 e Fontoura, 2006
para o fungo Penicillium simplicissimum. Ao final da fermentacdo as amostras

foram retiradas para posterior analise.

Apés a selecdo do melhor meio de suplementacdo, buscou-se otimizar as

condi¢gbes de cultivo. Para se otimizar a producdo de lipases pelos fungos foi

utilizada a técnica de planejamento fatorial 3’

Tabela 6: Variaveis de cultivo e niveis de estudo utilizados na produgao
enzimatica



., Nive
Variavel
-1 0 1
Capacidade de campo (%) 40 60 80
Concentracdo de indutor 25 5 10
(%)
Temperatura 27 30 33
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A Tabela 7 mostra o planejamento experimental para os parametros de cultivo

com a utilizacdo dos substratos selecionados.

Tabela 7: Paramentros de cultivo para cada fungo.

Ensaio Capacidade Concentracdo Temperatura
1 40 2,5 27
2 60 2,5 27
3 80 2,5 27
4 40 5 27
5 60 5 27
6 80 5 27
7 40 10 27
8 60 10 27
9 80 10 27

10 40 2,5 30
11 60 2,5 30
12 80 2,5 30
13 40 5 30
14 60 5 30
15 80 5 30
16 40 10 30
17 60 10 30
18 80 10 30
19 40 2,5 33
20 60 2,5 33
21 80 2,5 33
22 40 5 33
23 60 5 33
24 80 5 33
25 40 10 33
26 60 10 33
27 80 10 33
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4.5 ANALISES ESTATISTICAS

Foi usado o programa computacional STATISTICA Versdo 13 para calcular os
efeitos principais das variaveis e suas interagbes, Para dizer se a variavel é
significativa ou ndo, foram considerados 0s parametros estatisticos t e p.

Considerou o valor de p <0,05 (95% de confianca).

Pelo teste F, se F calculado for maior que o valor de F tabelado, o modelo é vélido

e 0s parametros da equacgao se ajustam aos dados experimentais.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Cinética de crescimento do microrganismo

Para o analisar o efeito do indculo na producao da enzima, foi realizada a cinética
de crescimento dos microrganismos em meio de PDA. Diferentes placas com o
microrganismo foram feitas e foi realizada a contagem de esporos em camara de
Neubauer determinados intervalos de tempo. O resultado pode ser observado na
Figura 4 e 5.

Curva de crescimento do Penicilium sp. em meio
PDA.
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Figura 4: Curva de crescimento do Penicillium sp.
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Curva de crescimento do Rhizomucor sp. em
meio PDA.
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Figura 5: Curva de crescimento do Rhizomucor sp.

5.2  Producgéo enzimatica

Foram realizados ensaios preliminares a fim de se verificar a influéncia do uso de
uma solucdo nutritiva na producdo enzimatica. O teste consistiu na adicdo das
solucBes até se atingir 60% da capacidade de campo de cada meio de suporte,
com a temperatura estabilizada em 30°C. Com o uso de bagaco de cana-de-
acucar como meio de suporte, obteve-se ,com uso do fungo Penicilium sp., 1,1
U/g, 1,8 U/g, e 8,6 U/g com a suplementacéo por agua, tampéo fosfato e solucao
nutritiva respectivamente. Para o fungo Rhizomucor sp. a producéo foi 1,9 U/g,
3,9 U/lg e 9,9 U/lg respectivamente. Com o uso de fibra de cdco, com o fungo
Penicilium sp. obteve-se, respectivamente, 1,4 U/g, 2,4 U/g e 8,2 U/lg. Com 0 uso
de Rhizomucor sp. obteve-se 2,1 U/g, 4,6 U/g e 10,2 U/g respectivamente. Os
resultados demostraram que, para ambos os fungos, o uso de uma solugéo
nutritiva influencia positivamente a producdo enzimatica. Com isso, foi decidido
realizar os proximos experimentos com o0 uso da solucdo proposta para

suplementar o meio fermentativo.

5.3 Otimizacao do processo fermentativo
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ApoOs os testes preliminares, foi realizada a produgcdo enzimatica utilizando
bagaco de cana-de-aclcar e fibra de céco a fim de se analisar os melhores

parametros de obtencao. O tempo de fermentacéo foi padronizado em 96 horas.

Foi utilizado um planejamento do tipo 3, totalizando 27 experimentos para cada
substrato. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Os resultados

obtidos para os substratos encontram-se na Tabela 8 e Tabela 9.

Tabela 8: Valores de atividade enzimatica em diferentes condi¢des de
cultivo para o fungo Penicillium sp.
Atividade enzimatica (U/g)

Capacidade Concentracéo

Ensaios de campo do indutor Temperatura  Bagaco de Fibra de
(%) (%) cana coco
1 40 2,5 27 67 =+ 16 78 =+ 03
2 60 2,5 27 92 + 06 83 =+ 14
3 80 2,5 27 204 + 21 161 =+ 09
4 40 5 27 500 + 10 150 * 14
5 60 5 27 604 =+ 26 164 * 07
6 80 5 27 633 =+ 31 344 x 07
7 40 10 27 46,7 * 62 283 = 34
8 60 10 27 421 + 56 331 = 21
9 80 10 27 396 + 62 311 * 48
10 40 2,5 30 121 + 36 144 + 09
11 60 2,5 30 96 =+ 41 128 + 20
12 80 2,5 30 233 + 6,2 194 =+ 27
13 40 5 30 1233 + 24 200 =+ 14
14 60 5 30 1475 * 20 331 * 17
15 80 5 30 1413 + 2,7 539 =+ 34
16 40 10 30 1142 + 66 428 =+ 89
17 60 10 30 1058 * 7,2 750 * 27
18 80 10 30 979 =+ 7,7 51,7 * 08
19 40 2,5 33 67 =+ 16 100 + 14
20 60 2,5 33 100 * 27 97 =+ 07
21 80 2,5 33 208 + 21 153 =+ 14
22 40 5 33 533 + 51 183 =+ 34
23 60 5 33 604 =+ 39 319 % 27
24 80 5 33 61,7 + 36 372 * 17
25 40 10 33 425 =+ 54 36,7 = 27
26 60 10 33 408 + 66 594 * 48

N
~

80 10 33 32,1

I+

75 422

I+

54




Tabela 9: Valores de atividade enzimatica em diferentes condicdes de
cultivo para o fungo Rhizomucor sp.

Capacidade

Atividade enzimatica (U/g)

Ensaios  de campo gg?ncdegttg?g(oé/s Temperatura  Bagaco de Fibra de
(%) cana coco
1 40 2,5 27 93 + 29 83 + 04
2 60 2,5 27 133 + 16 94 =+ 11
3 80 2,5 27 233 + 06 189 * 15
4 40 5 27 492 + 31 206 = 05
5 60 5 27 475 + 41 214 + 34
6 80 5 27 383 + 56 353 = 08
7 40 10 27 650 + 54 294 + 31
8 60 10 27 750 + 41 353 £ 09
9 80 10 27 829 + 36 322 = 41
10 40 2,5 30 188 + 2,7 208 + 18
11 60 2,5 30 288 + 47 161 £ 20
12 80 2,5 30 38 + 51 206 = 27
13 40 5 30 1283 + 3,1 222 =+ 27
14 60 5 30 161,3 + 10 36,7 * 27
15 80 5 30 151,7 + 51 589 + 41
16 40 10 30 1329 + 50 483 + 6,8
17 60 10 30 1354 + 6,2 789 * 48
18 80 10 30 109,2 + 51 578 + 41
19 40 2,5 33 11,7 + 16 139 * 21
20 60 2,5 33 175 + 2,7 150 * 04
21 80 2,5 33 346 + 33 211 £ 34
22 40 5 33 658 + 51 250 * 48
23 60 5 33 779 + 50 342 £ 30
24 80 5 33 638 + 87 411 = 27
25 40 10 33 496 + 21 394 = 22
26 60 10 33 554 + 33 644 = 55
27 80 10 33 450 + 54 46,1 = 35

40

Para ambos os fungos, com base nos valores de produtividade para o processo,

obteve-se um melhor resultado para o bagaco de cana-de-agicar com 60% da

capacidade do campo, 5% de concentragdo de indutor e 30°C de temperatura.

Para a fibra de cbdco, obteve-se um melhor resultado com os mesmos 60% da

capacidade de campo e 30°C de temperatura, porém, com 10% de concentracao

do indutor.
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Para o bagaco de cana-de-acucar, a adicdo de Oleo de soja a 10%, em
comparacdo a 5%, nao ocasionou aumento na atividade hidrolitica. Alguns
estudos comprovaram que suplementacdo adicional muitas vezes nao leva ao
aumento da producgéo de lipases devido a inibicdo por excesso de substrato. Di
Luccio et al. (2014), observou que a producdo de lipases em fermentacdo em
estado solido utilizando, torta de soja e o fungo Penicillium simplicicimum, néo
alterou com o uso da suplementacdo com 6leo de soja. A suplementacdo da
mistura de farelo de soja com casca de soja, utilizando 6leo de soja para a
producdo de lipases por fermentacdo em estado sélido, com o uso do fungo
Aspergillus niger, pesquisado por Reinehr et.al. (2016), constatou que, 0S ensaios
com 2% de 6leo de soja tiveram atividades de hidrélise superiores aquelas
obtidas com 0% e 4% do indutor.

Godoy et al. (2011), obteve uma producdo maxima de lipase de 155,8 U/g com o
uso de residuos de mamona e o fungo Penicillium simplicissimum. Kamini et al.
(1998) obteve 363,3 U/g, com o uso de Penicillium simplicissimum e Oleo de
gergelim. Rigo et al. (2009) obteve uma produg¢do maxima de lipase de 317 Ulg
com o uso de farelo de soja e o fungo Penicillium sp.. Cordova et al. (1998)
obteve uma producéo de 20,24 U/g de lipases com o uso de bagaco de cana-de-
acucar e azeite de oliva com o uso do fungo Rhizomucor pusillus. Os resultados
do experimento demonstraram que, para ambos 0os meios de suporte utilizados,
os resultados estdo de acordo com a literatura, e ambos sdo propicios para

producao de lipases fungicas via fermentacdo em estado soélido.

5.3.1 Anédlise estatistica da producdo enzimatica de Penicillium sp.
utilizando bagaco de cana-de-acucar

A andlise dos principais efeitos e interacdes das variaveis para a producgéo
enzimatica com o uso do Penicillium sp. e 0 bagaco de cana-de-acucar pode ser

observada na Tabela 10.
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Tabela 10: Estimativas dos efeitos para a producédo enzimatica de Penicillium

sp. com bagaco de cana-de-acUcar.

Fator Efeito E”? t(17) p Coeficiente
padréo

Intercepto 132,961 11,059 12,022 0,000000 132,961
Capacidade de campo (%)(L) 3,552 9,644 0,368 0,717220 1,776
Capacidade de campo (%)(Q) -1,759 16,557 -0,106 0,916623 -0,880
Indutor (%)(L) 49,213 9,559 5,148  0,000080 24,606
Indutor (%)(Q) -123,715 18,968 -6,522 0,000005 -61,858
Temperatura (°C)(L) -1,394 9,644  -0,145 0,886782 -0,697
Temperatura (°C)(Q) -98,148 16,557 -5,928 0,000017 -49,074
1L by 2L -13,036 11,496 -1,134 0,272579 -6,518
1L by 3L -1,319 11,707 -0,113 0,911587 -0,660
2L by 3L -2,545 11,496 -0,221 0,827464 -1,272
R ajustado = 0,76833

(L) Linear

(Q) Quadratica

Nota-se que o Indutor (L) e (Q) e a Temperatura (Q) foram significativas no

intervalo de confianca de 95%. Para os demais fatores e interacdes, o p valor foi

maior que 0,05 e, com isso, estes fatores foram eliminados do modelo e

considerados erros aleatorios experimentias. Isto também pode ser verificado no

Gréfico de Pareto (Figura 6).
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Figura 6: Diagrama de Pareto com os efeitos das variaveis da producéo

enzimética de Penicillium sp. com Bagaco de cana-de-acucar com 95% de

confianca.

A andlise da variancia (ANOVA) com os fatores significativos € mostrada na

Tabela 11.

Tabela 11: Andlise da variancia (ANOVA) para a producdo enziméatica
de Penicillium sp. com bagaco de cana-de-acucar.

Fator Soma Graus de Média F p
Indutor (%)(L) 10898.62 1 1089862  32,69444 0,000008
Indutor (%)(Q) 1749197 1 1749197 5247361 0,000000
Te?ﬂg{gt)“ra 14449 59 1 1444959 4334687 0,000001

Erro 7667.00 23 333.35

Total 4614677 26

R =0,81219
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A Figura 7 apresenta a comparacao entre os valores observados no experimento
e os valores preditos pelo modelo. Os valores estdo dispersos em torno da reta

representativa devido ao baixo coeficiente de regresséo.
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Figura 7: Valores preditos versus valores experimentais da producdo enzimatica
do Penicillium sp. com bagaco de cana-de-acucar.

Com base nos valores estatisticamente significativos observados, a producao
enzimatica de Penicillium sp. com bagaco de cana-de-acUcar pode ser estimada

pela Equacéo 3.

Atividade Enzimatica (U/g) = — 106,2717 + 61,5462 x Indutor — 4,3987 x Indutor? —
0,0076 x Temperatura?

A superficie de resposta considerando apenas os efeitos significativos séo

apresentados na Figura 8.
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Figura 8: Superficie de resposta para a producao enzimatica do Penicillium sp.
com bagaco de cana-de-acUcar.

5.3.2 Anédlise estatistica da producdo enzimatica de Penicillium sp.
utilizando fibra de c6co

A analise dos principais efeitos e interacbes das variaveis para a producéo

enzimatica com o uso do Penicillium sp. e a fibra de c6co pode ser observada na
Tabela 12.
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Tabela 12: Estimativas dos efeitos para a producéao enzimatica de Penicillium sp.
com fibra de céco.

Fator Efeito pg(;rrgo t(17) p Coeficiente

Intercepto 44,5396  4,937754 9,02022 0,000000 44,5396
Capacidade de campo (%)(L) 11,7659  4,305830 2,73254 0,014177 5,8829
Capacidade de campo (%)(Q) -7,1914  7,392207 -0,97283  0,344278 -3,5957
Indutor (%)(L) 31,8210 4,267892 7,45590 0,000001 15,9105
Indutor (%)(Q) -12,7315 8,468837 -1,50333  0,151103 -6,3657
Temperatura (°C)(L) 8,5880 4,305830 1,99450 0,062388 4,2940
Temperatura (°C)(Q) -21,6358  7,392207 -2,92684  0,009411 -10,8179
1L by 2L -2,1627  5,132890 -0,42134  0,678785 -1,0813
1L by 3L -0,1389  5,227079 -0,02657  0,979111 -0,0694
2L by 3L 7,0139 5,132890 1,36646 0,189598 3,5069
R ajustado = 0,72752

(L) Linear

(Q) Quadratica

Nota-se que a Capacidade de campo (L), o Indutor (L) e a Temperatura (Q) foram
significativas no intervalo de confianga de 95%. Para os demais fatores e
interacbes, o p valor foi maior que 0,05 e, com isso, estes fatores foram
eliminados do modelo e considerados erros aleatorios experimentias. Isto também

pode ser verificado no Gréfico de Pareto (Figura 9).
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Figura 9: Diagrama de Pareto com os efeitos das variaveis da producao
enzimatica de Penicillium sp. com Fibra de c6co com 95% de confianca.

A andlise da variancia (ANOVA) com os fatores significativos € mostrada na
Tabela 13.

Tabela 13: Analise da variancia (ANOVA) para a producao enzimatica de
Penicillium sp. com fibra de c6co.

Fator Soma Graus de Média F p
Capacidade de campo (%)(L) 648,667 1 648,667 7,11018 0,013786
Indutor (%)(L) 4372,098 1 4372,098 47,92353 0,000000
Temperatura (°C)(Q) 702,162 1 702,162 7,69655 0,010788
Erro 2098,307 23 91,231
Total 7821,233 26
R =0,81219

A Figura 10 apresenta a comparacgao entre os valores observados no experimento

e os valores preditos pelo modelo.
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Figura 10: Valores preditos versus valores experimentais da producdo enziméatica
do Penicillium sp. com fibra de céco.

Com base nos valores estatisticamente significativos observados, a producao
enzimatica de Penicillium sp. com fibra de c6co pode ser estimada pela Equacédo
4.

Atividade Enzimatica (U/g) = — 31,8613 + 0,3001 x Capacidade de campo +
4,0811 x Indutor + 18,6046

A superficie de resposta considerando apenas os efeitos significativos sédo

apresentados na Figura 11.
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Figura 11: Superficie de resposta para a producdo enzimatica do Penicillium sp.

com fibra de coco.

5.3.3 Anédlise estatistica da producdo enzimatica de Rhizomucor sp.
utilizando bagaco de cana-de-acucar

A andlise dos principais efeitos e interacdes das variaveis para a producgéo

enzimatica com o uso do Rhizomucor sp. e 0 bagaco de cana-de-agucar pode ser
observada na Tabela 14.
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Tabela 14: Estimativas dos efeitos para a producédo enzimatica de Rhizomucor

sp. com bagaco de cana-de-acUcar.

Fator Efeito pE(;rrcé)lo t(17) p Coeficiente
Intercepto 143,324 12,37498 11,58176 0,000000 143,3241
Capacidade de campo (%)(L) 4,895 10,79125 0,45359 0,655858 2,4474
Capacidade de campo (%)(Q) -12,111  18,52632 -0,65372 0,522034 -6,0556
Indutor (%)(L) 61,926 10,69618 5,78954  0,000022 30,9630
Indutor (%)(Q) -101,222 21,22457 -4,76911 0,000178 -50,6111
Temperatura (°C)(L) -0,090 10,79125 -0,00837 0,993423 -0,0451
Temperatura (°C)(Q) -108,778 18,52632 -5,87153 0,000018 -54,3889
1L by 2L -9,946  12,86403 -0,77320 0,450024 -4,9732
1L by 3L -0,806  13,10009 -0,06149 0,951684 -0,4028
2L by 3L -18,146  12,86403 -1,41059 0,176403 -9,0729
R ajustado = 0,74601
(L) Linear

(Q) Quadrética

Nota-se que o Indutor (L) e (Q) e a Temperatura (Q) foram significativas no

intervalo de confianca de 95%. Para os demais fatores e interacdes, o p valor foi

maior que 0,05 e, com isso, estes fatores foram eliminados do modelo e

considerados erros aleatorios experimentias. Isto também pode ser verificado no

Grafico de Pareto (Figura 12).
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Figura 12: Diagrama de Pareto com os efeitos das variaveis da producéo

enzimatica de Rhizomucor sp. com Bagaco de cana-de-acUcar com 95% de

confianga.

A analise da variancia (ANOVA) com os fatores significativos € mostrada na
Tabela 15.

Tabela 15: Analise da variancia (ANOVA) para a producdo enzimatica
de Rhizomucor sp. com Bagaco de cana-de-acucar.

Graus de Média

Fator Soma F p
Indutor (%)(L) 17256,69 1 17256,69 37,85420 0,000003
Indutor (%)(Q) 11709,64 1 11709,64 25,68622 0,000039
Temperatura (°C)(Q) 17748,91 1 17748,91  38,93393 0,000002
Erro 10485,07 23 455,87
Total 52701,33 26

e os valores preditos pelo modelo.

A Figura 13 apresenta a comparacgao entre os valores observados no experimento
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Figura 13: Valores preditos versus valores experimentais da producdo enziméatica
do Rhizomucor sp. com Bagaco de cana-de-acucar.

Com base nos valores estatisticamente significativos observados, a producao
enzimatica de Rhizomucor sp. com bagaco de cana-de-agucar pode ser estimada
pela Equacéo 5.

Atividade Enzimatica (U/g) = — 89,4476 + 53,2444 x Indutor — 3,5990 x Indutor? +
0,0003 x Temperatura?

A superficie de resposta considerando apenas os efeitos significativos sdo

apresentados na Figura 14.
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Figura 14: Superficie de resposta para a producdo enzimatica do Rhizomucor sp.
com bagaco de cana-de-acUcar.

5.3.4 Anédlise estatistica da producdo enzimatica de Rhizomucor sp.
utilizando fibra de c6co

A analise dos principais efeitos e interacfes das variaveis para a producéo

enzimatica com o uso do Rhizomucor sp. e o fibra de cdco pode ser observada na
Tabela 16.



Tabela 16: Estimativas dos efeitos para a producdo enzimatica de

Rhizomucor sp. com fibra de coco.
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Fator Efeito pE(;rr%o t(17) p Coeficiente
Intercepto 48,9866 5,097061 9,61076 0,000000 48,9866
Capacidade de campo (%)(L) 11,3724 4,444750 2,55860 0,020346 5,6862
Capacidade de campo (%)(Q) -6,9753 7,630703 -0,91411 0,373442 -3,4877
Indutor (%)(L) 31,9753 4,405588 7,25790 0,000001 15,9877
Indutor (%)(Q) -13,7963 8,742068 -1,57815 0,132957 -6,8981
Temperatura (°C)(L) 10,6878 4,444750 2,40460 0,027866 5,3439
Temperatura (°C)(Q) -23,2716 7,630703 -3,04973 0,007243  -11,6358
1L by 2L -1,5377 5,298494 -0,29021 0,775163 -0,7688
1L by 3L 0,3241 5,395722 0,06006 0,952807 0,1620
2L by 3L 6,7460 5,298494 1,27320 0,220083 3,3730
R ajustado = 0,72199
(L) Linear

(Q) Quadrética

Nota-se que a Capacidde de campo (L), o Indutor (L) e a Temperatura (L) e (Q)

foram significativas no intervalo de confianga de 95%. Para os demais fatores e

interacdes, o p valor foi maior que 0,05 e, com isso, estes fatores foram

eliminados do modelo e considerados erros aleatorios experimentias. Isto também

pode ser verificado no Grafico de Pareto (Figura 15).
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Figura 15: Diagrama de Pareto com os efeitos das variaveis da producéo
enzimatica de Rhizomucor sp. com Fibra de c6co com 95% de confianca.

A andlise da variancia (ANOVA) com os fatores significativos € mostrada na
Tabela 17.

Tabela 17: Analise da variancia (ANOVA) para a producdo enzimatica de
Rhizomucor sp. com Bagaco de cana-de-acUcar.

Fator Soma Graus de Média F p
Capacidade de campo (%)(L) 599,606 1 599,606 6,85416 0,015704
Indutor (%)(L) 4387,226 1 4387,226  50,15092 0,000000
Temperatura (°C)(L) 444,462 1 444,462 5,08069 0,034490
Temperatura (°C)(Q) 812,351 1 812,351 9,28609 0,005908
Erro 1924,571 22 87,480
Total 8168,216 26
R =0,72154

A Figura 16 apresenta a comparacgao entre os valores observados no experimento

e os valores preditos pelo modelo.
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Figura 16: Valores preditos versus valores experimentais da producdo enzimatica
do Rhizomucor sp. com Fibra de coco.

Com base nos valores estatisticamente significativos observados, a producao
enzimatica de Rhizomucor sp. com fibra de céco pode ser estimada pela Equacédo
6.

Atividade Enzimatica (U/g) = — 1214,4032 + 0,2885 x Capacidade do campo +
4,0881 x Indutor + 1231,2716

A superficie de resposta considerando apenas os efeitos significativos sdo

apresentados na Figura 17.
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Figura 17: Superficie de resposta para a producdo enzimatica do Rhizomucor sp.

com fibra de coco.
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6. CONCLUSOES

Os fungos Penicillium sp. e Rhizomucor sp. produziram lipases por Fermentacao
em Estado Sdélido (FES) tendo como meio de suporte, bagaco de cana-de-agucar
e fibra de cbco, e, como indutor, o 6leo de soja, conforme os parametros

utilizados.

Com a utilizacdo do bagaco de cana-de-acucar como meio de suporte, o
Penicillium sp apresentou a maior atividade lipasica (147,5 U/g) nas condicdes de
30°C de temperatura, 60% de Capacidade de campo e 5% do indutor, com a
Concentracdo do indutor e a Temperatura com influéncia significativa nos
resultados. O Rhizomucor sp apresentou a maior atividade lipasica (161,3 U/qg)
nas mesmas condi¢gdes acima citadas e com a mesma influéncia significativa nos

resultados.

Para a fibra de coco, o Penicillium sp apresentou a maior atividade lipasica (75
U/g) nas condicdes de 30°C de temperatura, 60% de umidade e 10% do indutor,
com a Capacidade do campo, Concentracdo do indutor e Temperatura com
influéncia significativa nos resultados. O Rhizomucor sp apresentou a maior
atividade lipasica (78,9 U/g) nas mesmas condi¢cdes acima citadas e com a

mesma influéncia nos resultados.

Ambos os substratos, bagaco de cana-de-acucar e fibra de coco, foram viaveis
para a sua utlizacdo em fermentacGes no estado sélido com a finalidade de se
produzir lipases com fungos estudados.
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