| [~
[ [
e~

|

ﬁ

=
=
9

US IMPAVIDA

PRODUCAO E CARACTERIZACAO DE LIPASES POR Aspergillus DA
MICOTECA URM UTILIZANDO RESIDUO DE LICURI (Syagrus coronata)
(Martius) Beccari COMO SUBSTRATO

CYNDY MARY DE MELLO FARIAS

RECIFE
FEVEREIRO/ 2013



| [~
[ [
e~

|

Zﬁ

=
=
9

US IMPAVIDA
L B ]

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE MICOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM BIOLOGIA DE FUNGOS

PRODUCAO E CARACTERIZACAO DE LIPASES DE Aspergillus DA
MICOTECA URM UTILIZANDO RESIDUO DE LICURI (Syagrus coronata)
(Martius) Beccari COMO SUBSTRATO

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Biologia de Fungos do
Departamento de Micologia do Centro de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal
de Pernambuco, como parte dos requisitos
para a obtencdo do titulo de Mestre em
Biologia de Fungos.

Area de Concentracdo: Micologia Aplicada
Nome do aluno: Cyndy Mary de
Mello Farias

Orientador: Dr? Cristina Maria de
Souza Motta

Co-orientador: Dr2 Keila Aparecida
Moreira

RECIFE
FEVEREIRO/2013



Catalogacao na Fonte:
Bibliotecario Bruno Marcio Gouveia, CRB-4/1788

F224p Farias, Cyndy Mary de Mello
Producdo e caracterizacdo de lipases de Aspergillus da Micoteca URM utilizando residuo de

Licuri (Syagrus coronata) (Martius) Beccari como substrato / Cyndy Mary de Mello Farias. — Recife:
O Autor, 2013.

78. :l., fig., tab.

Orientadora: Cristina Maria de Souza Motta

Coorientadora: Keila Aparecida Moreira

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal de Pernambuco. Centro de

Ciéncias Bioldgicas. Pés-graduacao em Biologia de Fungos, 2013.

Inclui bibliografia

1. Fungos 2. Enzimas de fungos 3. Fermentacdo |. Motta, Cristina Maria de
Souza (orientadora) Il. Moreira, Keila Aparecida (coorientadora) lll. Titulo.

579.5 CDD (22.ed.) UFPE/CCB-2013-174




PRODUCAO E CARACTERIZACAO DE LIPASES DE Aspergillus DA
MICOTECA URM UTILIZANDO RESIDUO DE LICURI (Syagrus coronata)
(Martius) Beccari COMO SUBSTRATO

CYNDY MARY DE MELLO FARIAS

Data da defesa: 26 de fevereiro de 2013

COMISSAO EXAMINADORA

MEMBROS TITULARES

Dra. Cristina Maria de Souza Motta — (Orientador)
Universidade Federal de Pernambuco — Departamento de Micologia

Dra. Oliane Maria Correia Magalhdes — Examinador Interno
Universidade Federal de Pernambuco — Departamento de Micologia

Dr. Ranilson de Souza Bezerra — Examinador Externo
Universidade Federal de Pernambuco — Departamento de Bioguimica.

MEMBROS SUPLENTES

Dra. Norma Buarque de Gusméao — Examinador Interno
Universidade Federal de Pernambuco — Departamento de Antibidticos

Dr. Bruno Severo Gomes — Examinador Externo
Universidade Federal de Pernambuco — Departamento de Micologia



Morre lentamente
quem se transforma em escravo do hdbito,
repetindo todos os dias os mesmos trajetos,
quem ndo muda de marca ndo se arrisca a vestir uma nova cor
ou ndo conversa com quem ndo conhece.
Morre lentamente
quem faz da televisdo o seu guru.
Morre lentamente
quem evita uma paixdo,
quem prefere o preto no branco
e 0s pingos sobre os "is" em detrimento de um redemoinho de emogaes,
Justamente as que resgatam o brilho dos olhos, sorrisos dos bocejos,
coragdes aos tropegos e sentimentos.
Morre lentamente quem ndo vira a mesa quando estd infeliz com o seu trabalho,
quem ndo arrisca o certo pelo incerto para ir atrds de um sonho,
quem ndo se permite pelo menos uma vez na vida, fugir dos conselhos sensatos.
Morre lentamente
quem ndo viaja,
quem ndo [é,
quem ndo ouve misica,
quem ndo encontra graga em si mesmo.
Morre lentamente
quem destroi o seu amor-proprio,
quem ndo se deixa ajudar.
Morre lentamente,
quem passa os dias queixando-se da sua md sorte ou da chuva incessante.
Morre lentamente,
quem abandona um projeto antes de inicid-lo,
ndo pergunta sobre um assunto que desconhece
ou ndo responde quando lhe indagam sobre algo que sabe
Evitemos a morte em doses suaves,
recordando sempre que estar vivo exige um esfor¢o muito maior que o simples fato de
respirar.
Somente a perseveranga fard com que conquistemos

um estdgio espléndido de felicidade.

Pablo Neruda



A minha estrelinha do céu, minha amada
Vovo Zezete (in memoriam), pelas inimeras
vezes que sentou ao meu lado me ensinando
com um simples olhar a ser quem eu sou.

i/ Crege. ..

Ao meu “anjo da guarda”, meu noivo

Rdmulo por me apoiar nos momentos de
turbuléncias, demonstrando compreensao, carinho e
amor.



AGRADECIMENTOS

Ao Programa de P6s-Graduacdo em Biologia de Fungos (PPGBF) da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE) pelo apoio no desenvolvimento do projeto e por possibilitarem a minha
formacéo.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), pela concessdo
da bolsa de estudo durante a realizacdo deste projeto.

As minhas orientadoras, Dr?. Cristina Maria de Souza Motta e Dr®. Keila Aparecida Moreira,
pela excelente orientacdo, dedicacdo, compreensdo e paciéncia durante a realizacdo desta
dissertacdo, principalmente pelo respeito e amizade.

Aos pesquisadores e funcionarios do Departamento de Micologia pelo bom atendimento e
ensinamentos.

Aos meus pais, Jodo Carlos Vesparsiano Borges e Cintia Maria Farias Tenoério, por
acreditarem no meu potencial, escutando e mostrando 0s caminhos a serem seguidos.

Aos meus irmaos Fabio, Fabiana, Suendy, aos meus adorados sobrinhos Davison e Wendy,
meus tios Christiano, Katia, Natalia, Rose, Vera, aos meus primos Diogo, Camila, Carlos, Carol,
Karenina pelas belas risadas e companheirismo.

A Romulo, pela amizade, dedica¢do, companheirismo e delicado amor.

Aos amigos do Departamento de Micologia, principalmente, Bruno, Dianny, Juliana,
Julyanna, Maria, Minelli, Nelson, Odacy, Phelipe, Renan, Roberta, Susana, Tatianne e Vanilla pelos
prazerosos dias de convivéncia no decorrer desses anos.

A turma do Mestrado, Alice, Camilla, Edvaneide, Gleiciere, lolanda, Jadson, Jacilene,
Juliana, Mayara, Patricia, Vera, Vitor e Victor, pelo leque de conhecimentos e pela ciéncia de cada
um.

Aos amigos de toda vida, Cecilia, Didgenes, Edinelli, Emilia, Emanuely, Eudmar, Gleyson,

Mario, Isabela, Paula, Ricardo, Teresa, Thiago.



RESUMO GERAL

Espécies de Aspergillus vem sendo objeto de estudos devido a capacidade de produzir lipases,
aumentando sua aplicabilidade em escala industrial. A grande demanda industrial por novas fontes
de lipases com diferentes caracteristicas tem estimulado a procura de novas cepas de micro-
organismos lipoliticos, principalmente de fungos, ou a busca de novas fontes de carbono com o
interesse em otimizar a producdo de lipases utilizando substrato de baixo valor comercial. Os
objetivos deste trabalho foram detectar e produzir lipases utilizando como substratos residuo de
licuri por culturas de Aspergillus mantidas na Micoteca URM; selecionar o melhor produtor,
verificar as melhores condicdes de producdo da enzima e determinar o efeito e a estabilidade das
lipases ao pH e a temperatura. Foram realizadas a reativacdo e autenticacdo das culturas através das
caracteristicas morfofisioldgicas. A detec¢do da atividade lipasica foi realizada utilizando Tween 20
como substrato. Na fermentacdo em estado solido utilizou-se residuo de licuri como fonte de
carbono. Para determinacdo das melhores condi¢c6es de producéo foi realizado planejamento fatorial
completo (2%) com as variaveis temperatura, pH, teor de umidade e concentracdo de indutor. A
enzima foi caracterizada parcialmente quanto ao pH e temperatura 6timos e estabilidade ao pH e a
temperatura. Das 18 culturas preservadas sob Oleo mineral, no periodo de 5 anos, todas
permaneceram viaveis e foram autenticadas. Na selecdo do produtor de lipases nenhuma cultura foi
capaz de apresentar halo de degradacdo, entretanto em fermentacdo em estado sélido utilizando
farelo de licuri todas as culturas produziram lipases com atividades que variaram de 74,33 a 197,44
U/gss. A. candidus URM 5611 apresentou um bom desempenho com atividade lipolitica de 197,44
U/gss, apos 48 horas de fermentacdo, sendo selecionado para a producéo e caracterizacdo parcial da
enzima. Apos a produgdo da enzima em diferentes condigdes, atividade maxima de lipases foi de
121,856 U/gss em 48 h de fermentagdo nas condigdes: 75% de umidade, pH 5,5, 0% de indutor a
25°C. A lipase apresentou atividade 6tima em pH 2,5 a 65°C e estabilidade na faixa de pH 2,5 a 9,0
de 30 a 80°C. Culturas de Aspergillus preservadas sob 6leo mineral em colecdes de culturas sao
capazes de manter as caracteristicas morfofisioldgicas. A. candidus € uma espécie promissora para
producdo de lipases com perspectiva de aplicacdo em escala industrial. O uso de residuo
agroindustrial para obtencdo de lipases torna-se uma ferramenta para o desenvolvimento de

tecnologias limpas, convertendo o residuo em questdo em um produto de maior valor agregado.

Palavras-chave: Aspergillus, fermentacdo em estado solido, lipases, residuo agroindustrial.



ABSTRACT

Aspergillus species has been studied because their ability to produce lipases, increasing its
applicability on an industrial scale. Due to the high industrial demand for new sources of lipases
with different characteristics, the search for new strains of lipolytic micro-organisms, especially
fungi, and the looking for new sources of carbon with interest in optimize the production of lipases
with substrate-reduced commercial has been stimulated. The objectives of this study were to detect
and produce lipases as substrates from licuri residue in Aspergillus crops maintained at URM
Culture Collection; select the best producer, check out the best conditions for enzyme production
and determine the effect and stability of lipases against pH and temperature. The reactivation and
authentication of cultures were made through the physical and physiological characteristics. Lipases
detection was performed using Tween 20 as substrate. The solid state fermentation used bran licuri
as carbon sources according to standardized methodology. To determine the best conditions of
production was made a complete factorial design (2%) with the parameters of temperature, pH,
moisture content and concentration of inducer. The enzyme was partially characterized by the
parameters of effect and stability to pH and temperature. Of the 18 cultures preserved under mineral
oil to 5 years, 14 remained viable and were authenticated confirming the species deposited. In the
detection test, no culture of was able to present halo of degradation, however in submerged
fermentation with olive oil and castor oil, all cultures produced lipases which ranged from 74,33 to
197,44 Ulgss. A. candidus URM5611 had a good performance on lipolytic activity of 197,44 U/gss
in bran licuri, after 48 hours of fermentation, being selected for characterization of the enzyme. The
maximum activity of lipase was 121.856 U/gss in 48h of fermentation conditions: 75% moisture,
pH 5.5, 0% inductor at 25°C. The lipases showed optimal activity at pH 5.4 at 70°C and stability in
the pH range of 2.5 and 9.0 at 30 and 80°C. Aspergillus cultures stored under mineral oil in culture
collections for long periods are able to maintain the physical and physiological characteristics and
the ability to produce lipases, especially A. candidus, becoming a promising species with potential

for application in industrial scale.

Keywords: Aspergillus, solid state fermentation, lipases, agroindustrial residue.
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1. INTRODUCAO

Lipases sdo enzimas que catalisam uma variedade de reaccOes, tais como a
hidrolise completa ou parcial de triacilglicerdis e as reacGes de esterificacao,
transesterificacdo e interesterificacdo de lipidios (Colla et al., 2010). Uma das areas de
pesquisa envolvendo lipases atualmente se concentra sobre o uso de micro-
organismos, suplementos e substratos para determinar as melhores combinacdes para
obter as lipases de alto valor, utilizando as condi¢fes operacionais que facilitam a
reducdo dos custos de producdo em escala industrial (Rigo et al., 2010). As lipases
microbianas apresentam uma série de vantagens se comparadas com as lipases
extraidas de fontes animais e vegetais. Estas vantagens estdo relacionadas a algumas
das caracteristicas peculiares das lipases como a estabilidade a altas temperaturas e
amplas faixas de pH (Sharma et al., 2001; Treichel et al., 2010).

As lipases sdo importantes enzimas industriais, devido as suas aplicagdes
versateis (Mahadik et al., 2002;. Pandey, 2003). O recente interesse na producdo de
lipases esta associado com as suas aplicacbes como aditivos nos alimentos
(modificacdo de sabor), quimica fina (sintese de ésteres), detergentes (hidrélise de
gorduras), tratamento de aguas residuais (decomposicdo e remoc¢do de substancias
oleosas), cosméticos (remocao de lipidos), produtos farmacéuticos (digestdo de 6leos e
gorduras em alimentos), processamento de couro (remocéo de lipidios a partir de peles
de animais) e ensaios biomédicos (triglicérides no sangue) (Elibol e Ozer, 2000;
Kamini et al, 2000; Burkert et al., 2004, Sing e Mukhopodhyay, 2012). Além disso, as
lipases tem uma aplicacdo importante no campo da bioenergia, especialmente na
producdo de biodiesel, que é um sector de expansdo, como resultado da demanda
mundial em ascensdo no uso de energia renovavel (Colla et al., 2010).

No entanto, as enzimas disponiveis comercialmente apresentam ainda custo
elevado, uma vez que a maioria dos processos de producdo € baseada em fermentacdo
submersa, o que muitas vezes pode tornar a sua utilizagdo pouco atrativa
economicamente (Castilho et al., 2000). Assim, a busca por processos de produgéo de
lipases que possam diminuir os custos finais da enzima sdo de grande interesse, pois
pode viabilizar algumas aplicacdes pouco exploradas, como por exemplo, o tratamento

de efluentes gordurosos (Leal et al., 2002). Isto pode ser conseguido através do uso de
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substrato de baixo custo, especialmente residuos de agroindustria para que a producgao
pode se tornar economicamente mais viavel (Godoy et al., 2011).

A fermentacdo em estado solido (FES) tem se mostrado como uma alternativa
na producdo de enzimas microbianas, devido a possibilidade de utilizacdo de residuos
e subprodutos da agroindustria como fonte de nutrientes e suporte para o
desenvolvimento do micro-organismo (Castilho et al., 2000; Soccol e Vandenberghe,
2003; Pandey, 2003).

Algumas consideragdes importantes para o desenvolvimento da FES incluem a
selecdo adequada do substrato e micro-organismo, otimizacdo dos parametros do
processo e separagdo, e purificagdo dos produtos. De uma maneira geral, este é um
processo que emerge como uma tecnologia em potencial para a producéo de diversos
produtos de origem microbiana, principalmente para a producdo de enzimas fungicas
(Pandey, 2003).

Para a producdo industrial de enzimas microbianas, 0S micro-organismos
devem ser capazes de crescer em substratos de baixo custo; produzirem a enzima em
velocidade elevada, constante e em curto espaco de tempo; os métodos para a
recuperacdo devem ser simples; a preparacdo enzimética obtida deve apresentar
estabilidade. O éxito da producdo industrial de enzimas depende do grau em que a
atividade dos micro-organismos € alcancada e quando se reduzem custos do substrato
empregado, da incubacdo e da recuperacdo da enzima (Slivinski, 2007).

A geracdo de residuos e subprodutos é inerente a qualquer setor produtivo. O
aumento da conscientizacdo ecoldgica, iniciado no final do século XX, deixou claro
gue o grande desafio da humanidade para as proximas décadas é equilibrar a producao
de bens e servigos, crescimento econdémico, igualdade social e sustentabilidade
ambiental. Estes residuos e subprodutos gerados pela agroinddstria podem ser
reaproveitados para obtencdo de novos produtos (Pinto, 2005).

Como principal fornecedora de recursos naturais para as populacgdes rurais, a
Caatinga condiciona sobremaneira as atividades humanas na regido semi-arida
nordestina (Brasil, 2008). Dentre as centenas de espécies naturalmente ocorrentes no
bioma Caatinga, merecem especial destaque aquelas representantes da familia
Arecaceae, porquanto que as palmeiras estdo presentes em quase toda a abrangéncia
do seu territdrio e apresentam elevada importancia ambiental e socioeconémica

regional (Souza e Lorenzi, 2008).
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Dentre as Arecaceae de ocorréncia natural na Caatinga destaca-se Syagrus
coronata (Mart.) Becc., que é considerada uma das mais importantes palmeiras da
regido semidrida brasileira, é regionalmente conhecida como licuri (Drumond, 2007).
O licurizeiro apresenta grande importancia nos municipios onde se encontra, pois
representa fonte de renda para a populacdo. Das suas folhas, sdo confeccionados
sacolas, chapéus, vassouras, espanadores, etc. Da améndoa pode ser extraido um 6leo
aléem de ser consumida in natura , sendo muito utilizada na culinaria baiana. Do
residuo obtido com a extracdo do Oleo, originam-se a torta e farelo, também
comercializados, que servem como alimento para animais (Carvalho et. al., 2005).

Dentro deste panorama, 0s objetivos deste trabalho foram avaliar a producéo de
lipases por fermentacdo em estado solido utilizando espécies de Aspergillus e um
subproduto da industria de 6leo de licuri como substrato. Investigou-se o efeito de
algumas variaveis de processo e diferentes suplementacdes do meio sobre a producao
de lipase em escala de bancada, utilizando a técnica de planejamento fatorial de

experimentos, visando obter condi¢des que maximizem a producéo de enzima.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Colecgéo de Cultura

Colec0es de culturas séo centros de conservacdo que tem a funcdo de coletar
micro-organismos relevantes para estudos cientificos e aplicagbes tecnoldgicas,
tornando-os disponiveis para os usuarios (Abreu e Tutunji, 2004). Considera-se a
preservacdo e manutencdo dos micro-organismos eficaz, quando esta é feita num
estado viavel, de forma a garantir seus aspectos morfoldgicos, fisioldgicos, genéticos e
metabolicos, assim as culturas quando solicitadas para estudos de taxonomia,
bioquimica, diagnostico laboratorial e producao de substancias de interesse comercial
e industrial devem manter tais caracteristicas preservadas (Baker e Jefries, 2006).

A alternativa da conservacdo desses micro-organismos ex-situ € uma garantia
de acesso em longo prazo, pois diversos grupos de micro-organismos nao Sao
satisfatoriamente conhecidos e estudados, 0 que torna preocupante, pois apenas 2%
das espécies de uma estimativa de 1.800 estdo sendo preservados em colecdes de
culturas (Gottschal et al., 2009).

Atualmente, existem 586 colecGes de culturas distribuidas em 68 paises, 0
Brasil possui 59 colecBes de culturas preservando em torno de 37.737 culturas de
diversos micro-organismos (World Data Center For Microrganisms, 2012).

A Colecdo de Culturas - Micoteca URM (University Recife Mycology) do
Departamento de Micologia do Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade
Federal de Pernambuco foi fundada em 1954 pelo Prof. Augusto Chaves Batista,
utilizando 6leo mineral como método de preservacdo (Sherf, 1943). O seu acervo
consta de aproximadamente 8.000 culturas de fungos, sendo cerca de 1.300 leveduras
e 6.700 fungos filamentosos, desses Gltimos 713 sdo do género Aspergillus onde 35
culturas foram isoladas de residuo agroindustrial, todas identificadas em nivel de
espécies e mantidas em duplicata em cada método de preservacao (Micoteca, 2012).

A Micoteca URM, utiliza os métodos de preservacdo sob 6leo mineral para
todas as amostras (fungos filamentosos e leveduras), liofilizag&o para culturas com boa
esporulacdo e para leveduras, e 4gua destilada esterilizada apenas para Zygomycetes e
para espécies patdgenas ao homem e vegetais, e 0 método de ultracongelamento a -

80°C em culturas, como as raras e as de importancia econdmica (Micoteca, 2012).
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A variedade dos métodos recomendados e descritos na literatura internacional,
de certa forma, reflete a falta de um método que seja abrangente e satisfatorio para

todos os fungos (Figueiredo, 2001).

2.1.1 Método de preservacao

As colecBes de culturas ttm como funcdo preservar, manter e distribuir
linhagens de micro-organismos com suas caracteristicas originais, pelo maior periodo
possivel e por um método que ndo permita ou minimize a ocorréncia de mutagGes ou
de variabilidade quanto a patogenicidade, viruléncia ou caracteristicas basicas da
cultura original (Romeiro, 2001; Baker; Jefries, 2006). Assim, para a preservacao
desses micro-organismos a curto, médio e longo prazo, tornou-se necessario
desenvolver estudo sobre a biologia, bem como testes sobre os melhores métodos de
preserva-los (Rodrigues et al., 1999).

Para garantir a completa viabilidade e estabilidade dos organismos estocados,
sdo utilizados métodos de preservacdo que tém basicamente o mesmo principio retardar
ou parar o metabolismo celular dos fungos. Nesse sentido, inimeros processos podem
ser utilizados (Smith; Onions, 1994; Neufeld; Sarquis, 2003).

Os principais métodos de preservacdo utilizados sdo temperaturas baixas,
nitrogénio liquido, silica-gel, solo ou areia, tecidos secos do hospedeiro, repicagem
periodicas, agua destilada ou método de Castellani, dleo mineral e liofilizacdo
(Aparecido et al., 2001).

A preservacdo dessas culturas deve ser feita de forma a garantir sua
sobrevivéncia, estabilidade, e pureza durante periodo prolongado de tempo,
conservando caracteristicas genéticas e propriedades morfofisioldgicas, tornando-se
assim, centros de exceléncia para o desenvolvimento de pesquisas em biodiversidade,
sistematica e aplicacdo biotecnoldgica (Abreu; Tutunji, 2004).

Recomenda-se que as colecOGes preservem culturas por pelos menos dois
métodos de preservacdo, pois os resultados de viabilidade e estabilidade
morfofisiologica e genética diferem para cada espécie, assim nenhuma técnica
apresenta sucesso quando aplicada a todos os fungos (Rodrigues et al., 1992; Lima;
Borba, 2001; Micoteca, 2012).
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O método sob 6éleo mineral foi proposto por Sherf (1943), consiste em recobrir
culturas jovens cultivadas em meios de cultura especificos para desenvolvimento do
fungo a ser preservado, contido em tubo de ensaio, com uma camada de 1 cm de altura
de 6leo mineral em relacdo a cultura. A manutencdo pode ser a temperatura ambiente
ou de acordo com a necessidade do fungo, sendo os tubos mantidos permanentemente
na posicao vertical para que o 6leo ndo toque nos tampos de algoddo (Smith; Onions,
1994). Essa camada limita a quantidade de oxigénio disponivel, reduzindo a atividade
metabolica e crescimento, além de evitar a desidratacdo do meio de cultura (Smith;
Onions, 1994; Figueiredo, 2001; Nakasone et al., 2004). Esse método tem sido eficaz
em Vvarios estudos para diferentes grupos de fungos (Braz et al., 2009). Esse método
foi extensivamente usado inicialmente em 1947 por Buell e Weston, e subsequentes
trabalhos indicaram sucesso na sua ampla aplicacao (Smith; Onions, 1994).

As vantagens do método sob 6leo mineral estdo relacionadas ao baixo custo
com equipamentos, eficiéncia no controle da contaminagdo por acaros, manutencéo da
viabilidade das espécies por um longo periodo e armazenamento de espécies que nao
sobrevivem em outros métodos. Enquanto que a dificuldade do crescimento de
algumas culturas reativadas, espaco para armazenamento dos tubos, rotina de
repicagem para manutencdo das espécies e contaminagcdo por outros organismos sao
algumas das desvantagens dessa técnica (Smith; Onions, 1994; Figueiredo, 2001).

A reativacdo das culturas preservadas sob 6leo mineral é realizada pela
remocao de fragmentos dessas culturas, sendo transferidos para um meio submerso ou
solido (Nakasone et al., 2004; Braz et al., 2009).

Em 1991, Lima avaliou 82 culturas de Fusarium, preservadas sob 6leo mineral
na Micoteca URM durante o periodo de 4 a 32 anos, 81 (98,7%) mantiveram-se
viaveis, sendo que 78 (96,3%) apresentaram todas as caracteristicas morfoldgicas das
espécies de Fusarium, mostrando que o método foi adequado para preservar culturas
deste género.

Ao avaliar 70 culturas de Paracoccidioides brasiliensis preservadas sob éleo
mineral no periodo de 1923 a 1992 na Cole¢do de Fungos do Instituto Oswaldo Cruz,
Silva et al. (1994) observaram que o método ndo foi adequado para esta espécie, pois
apenas 18 culturas permaneceram viaveis. Resultado semelhante foi obtido por
Bezerra et al. (2006) ao analisarem 20 culturas de Coccidioides immitis preservadas

sob 6leo mineral na mesma colecéo de culturas tendo apenas cinco culturas viaveis.
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Lima e Borba (2001) avaliaram viabilidade, caracteristicas morfologicas e
capacidade dimdrfica de culturas de Blastomyces dermatitidis, Histoplasma
capsulatum var. capsulatum e Sporothrix schenckii preservadas sob éleo mineral e em
solo esterilizado no periodo de oito a 49 anos. Das 16 cepas de B. dermatitidis quatro
estavam viaveis e foram capazes de concluir o processo dimorfico, enquanto que das
15 cepas de H. capsulatum var. capsulatum, todas mantiveram-se viaveis mas néo foi
possivel realizar a autenticacdo taxondmica. Das 53 cepas de S. schenckii, 37 estdo
viaveis, 28 capazes de esporular, 12 concluiram o processo dimorfico e todas as
culturas mantiveram-se viaveis em solo esterilizado.

Resultado semelhante foi obtido com Blastomyces dermatitidis e
Paracoccidioides brasiliensis preservadas sob 6leo mineral, onde mostraram
incapazes de completar o dimorfismo apds a reativacdo (Lima et al., 1991). Borba e
Rodrigues (2000) constataram perda da capacidade de esporulacdo de 20 culturas de
Coelomyces preservadas sob 6leo mineral apds 50 anos.

Braz et al. (2009), ao avaliarem 31 culturas de Acremonium preservadas sob
6leo mineral no periodo de 2 a 43 anos na Colecdo de Culturas-Micoteca URM,
observaram a manutencdo das caracteristicas morfoldgicas e a capacidade de producao
enzimética. Vinte e seis (83,9%) culturas permaneceram viaveis, cinco (16,1%)
inviaveis e 24 (92,3%) foram confirmadas taxonomicamente por apresentarem
estruturas reprodutivas caracteristicas de cada espécie.

A manutencdo dos micro-organismos em culturas puras é de extrema
importancia para evitar a perda ou reducdo de suas propriedades fenotipicas, que
podem ocorrer, por exemplo, por mutacGes. Dentre as técnicas de manutencao, estdo a
liofilizacdo, a crioconservacdo, a conservacdo em parafina, glicerol ou sob 6éleo
mineral com a realizacdo de repiques periddicos e checagem de suas caracteristicas
(Colen, 2006; Bon et al., 2008).

2.2 Aspergillus
Aspergillus é um género anamorfo, que compreende entre 260 (Geiser et al.,
2007, Samson; Varga 2009) e 837 espécies (Hawksworth, 2011). Estas espécies sao

classificadas em aproximadamente 10 géneros diferentes teleomorfo (Geiser, 2009).

Por exemplo, a A. nidulans é parte do género teleomorfo Emericella, enquanto que A.
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fumigatus e A. flavus pertencem ao género Neosartory e Petromyces, respectivamente.
Isso mostra que o Aspergillus € um grupo diverso de fungos.

Espécies de Aspergillus encontram-se entre os fungos mais abundantes em todo
0 mundo. Eles ndo sdo muito selectivos relativamente as condicdes abidticas de
crescimento, podendo crescer ao longo de uma vasta gama de temperaturas (6-55°C) e
uma humidade relativamente baixa. Além disso, a alimentagdo de espécies Aspergillus
se dad numa grande variedade de substratos, incluindo fezes de animais e tecido
humanos. No entanto, eles sdo encontrados predominantemente em complexo
polimeros de plantase sdo considerados como tendo papel importante na deterioracéo
de alimentos (Bennett 2010).

O sucesso do género Aspergillus é também explicado por sua disperséo eficaz.
Esporos deste género estdo entre as mais dominantes estruturas flangicas no ar,
dispersando-se em curtas e longas distancias (Bennett 2010).

Este género apresenta conidioforos eretos, simples, com uma vesicula dilatada,
globosa ou clavada na sua extremidade; sobre a vesicula sdo formadas as fialide
primarias e/ou secundarias. Os conidios sdo hialinos, unicelulares, globosos e
coloridos. As espécies A. ochraceus apresentam cabecas amareladas globosos e
coloridos; A. flavus apresenta cabeca radial verde-amarela com esporos espinhosos e
A. parasiticus, conidiéforos menores que 500 um, com cabecas verde-amareladas
(Samson e Pitt, 1990). Dentre as espécies mais conhecidas encontram-se A. flavus, A.
niger, A. awamori, A. oryzae, A. nidulans, A. fulmigatus, A. clavatus, A. glaucus, A.
ustus e A. versicolor (Slivinski, 2007; Hawksworth, 2011).

Muitas espécies de Aspergillus sdo utilizadas para obtencdo de enzimas, na
biossintese quimica e na transformacdo de compostos. Ha espécies patogénicas para o
homem, para outros animais e alguns podem produzir metabdlitos toxicos durante seu
metabolismo (Rosa, Campos e Baroni, 2002).

Os fungos do género Aspergillus sdo muito utilizados na biotecnologia.
Espécies como A. oryzae é grande produtor de a-amilases, a-galactosidase e enzimas
pectinoliticas (Shankar e Mulimani, 2007). O A. niger € importante na producao
comercial das enzimas [B-galactosidase, amiloglucosidase e pectinases (Liu et al.,
2006). Botella et al. (2007) avaliaram a producdo de xilanases e pectinases por A.

awamori.
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Inimeras enzimas destes micro-organismos vém sendo isoladas, purificadas e
tém aplicabilidade nos mais diferentes ramos da inddstria (Guimardes et al., 2007).
Algumas espécies como A. glaucus e A. repens, sdo importantes agentes de
deterioracdo de alimentos. Roux-Van der Merwe et al. (2005) estudaram o crescimento
de diferentes espécies de fungos em efluentes industriais de petroleo e observaram a
diminuigdo da DQO promovida por A. niger. Estudos feitos por Hamde e Abo-Tahon
(2012) mostram que lipases produzidas por A. terreus var. africanus foi compativel
com detergentes comerciais sendo uma espécie promissora para a industra.

Viniegra-Gémez et al. (2003), selecionaram trés linhagens de A. niger e
observaram uma maior producdo e atividade na fermentacdo em estado sélido
comparado a fermentacdo submersa. Kronbauer et al. (2007) avaliaram a producéo de
xilanase por A. casiellus induzida com bagaco de cevada em fermentacdo em estado
solido. A atividade enzimatica da invertase tem sido caracterizada de forma
significativa também em plantas e micro-organismos. Santos et al. (2012) testaram
semente de abdbora para producdo de lipases na fermentacdo em estado sélido

utilizando A. niger, destacando sua importante producdo com residuos agroindustriais.

2.3 Lipases

As lipases (triacilglicerol éster hidrolase, E.C. 3.1.1.3) sdo enzimas hidroliticas
que in vivo catalisam a hidrolise de triacilglicerdis de cadeia longa (acima de 10
atomos de carbono), sendo a trioleina o seu substrato padrdo, aos acidos graxos
correspondentes e glicerol (Figura 1), constituindo uma classe especial de carboxil
éster hidrolases (Jaeger e Eggert, 2002; Diaz et al., 2006; Colla et. al, 2010).

As lipases in vitro também atuam como catalisadores em diversas reacgoes,
com alta especificidade, estabilidade e condigdes reacionais brandas, incluindo as
reacOes de esterificacdo, transesterificacdo, lactonizacdo, acilacdo regioseletiva e
amindlise quando a quantidade de agua do sistema em que estdo presentes é
suficientemente baixa a ponto de deslocar o equilibrio termodinamico no sentido da
sintese (Krishna e Karanth, 2001; Gotor et al., 2002; Foresti e Ferreira, 2006).
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i
//O Lipases
CH—0—C—R —» CH—0OH + RCOH
,,O H.0
CH,—O—C—R" CH,—OH R"CO;H
Triacilglicerol glicerol acidos graxos

Figura 1. Reacéo geral de hidrdlise de um triacilglicerol (Fonte: Diaz et al., 2006).

A utilizagdo de lipases pelas indUstrias apresenta vantagens como: estabilidade
a altas temperaturas e amplas faixas de pH, facilidade de separacdo dos produtos e,
guando imobilizadas, podem ser submetidas as condi¢fes industriais tipicas, com
reatores a temperaturas superiores a 70°C por longos periodos de tempo (Hasan et al.,
2006).

Devido a sua alta especificidade, estas enzimas sdo importantes na area de
biotecnologia, principalmente nos setores oleoguimico e em sintese organica, na
preparacdo de compostos enantiosseletivos. Apresentam muitas vantagens em
processos de biotransformacdes, em funcdo de sua grande afinidade por um largo
espectro de substratos, versatilidade quanto as caracteristicas do meio reacional
(aquoso, organico ou supercritico), atividade elevada em meio reacional livre de
solventes e disponibilidade comercial (Pandey et al., 1999). Segundo Hasan et al.
(2006), as lipases estdo atraindo uma grande atencdo devido as suas potencialidades
biotecnoldgicas, pois constituem o mais importante grupo de biocatalisadores para
aplicacdes neste campo.

As lipases podem ser aplicadas em inumeras areas, tais como: na inddstria
oleoguimica em processos como hidrolise, glicerélise e alcodlise; na industria téxtil
(melhoria da qualidade e propriedade dos tecidos) (Matsuoka et al., 2009); na indUstria
de detergentes (remocdo de manchas de batom, frituras, manteiga, azeites, molhos,
etc.) (Liu et al, 2008); na industria de alimentos, na producdo de acidos graxos poli-
insaturados (aditivos de alimentos) e na modificacdo de sabores (processo de
fermentacdo de salame e vinho) (Hasan, Shah e Hameed, 2006), farmacéutica (Vieira
et al., 2009), tratamento bioldgico de residuos (Rosa et al., 2006), entre outras. No
entanto, sua utilizacdo é reduzida devido aos altos custos de produgdo, sendo sugerida
como um fator de reducdo destes custos a utilizagdo da fermentacdo em estado sélido
como metodo de producao (Silva et al., 2005).
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2.3.1 Lipases de origem microbiana

As lipases sdo encontradas em fontes animais, vegetais e microbianas. Sendo
preferencialmente produzidas a partir de fontes microbianas, devido ao aumento da
capacidade produtiva durante os processos fermentativos, facilidade de aquisigéo e
controle, além dos baixos custos de obtencdo (Saxena et al., 2003). Segundo Singh e
Mukhopadhyay (2012), os micro-organismos mais utilizados para a producdo de
lipases séo fungos filamentosos dos géneros Rhizopus, Aspergillus e Mucor, e
leveduras do género Candida.

Lipases microbianas vém sendo alvo de estudos com o intuito de desenvolver
novas tecnologias para otimizar os processos de modificacdo de Oleos e gorduras
catalisados por enzimas lipoliticas. Destacando entre esses, a imobilizagdo da enzima
utilizando diferentes tipos de suporte, estudos cinéticos e de estabilidade enzimatica;
modificagdes quimicas, desenvolvimento de biorreatores, estudo da resolugédo cinética
de enantidmeros em sintese organica, etc. (Costa e Amorim 1999; Dalla-Vechia et al.,
2004; Mendes et al., 2005).

Essas enzimas apresentam amplo espectro de aplica¢fes industriais, uma vez
gue sdo mais estaveis que as lipases animais e vegetais, além de poderem ser
produzidas com menor custo, com alta velocidade de sintese, com grande
versatilidade, e com maior simplicidade na manipulacdo ambiental e genética
(Cihangir e Sarikaya, 2004; Ellaiah et al., 2004; Freire e Castilho, 2008). Séo
extracelulares, em sua maioria, fato que facilita a extracdo, o isolamento e a
purificacdo (Carvalho et al., 2003; Reis et al., 2009).

As lipases de origem microbiana séo utilizadas em alimentos, na fabricagdo de
detergentes (hidrolise de gordura), de cosméticos (remocdo de lipideos) e tratamento
de efluentes (decomposicdo e remogéo de substincias oleosas). E enorme o potencial
catalitico destas enzimas e, por isso, também sdo utilizadas como biocatalisadores
ideais em quimica organica, na industria farmacéutica, e na produgdo de aditivos
alimentares (realcador de aroma) (Burkert et al., 2004; Cihangir e Sarikaya, 2004;
Singh; Mukhopadhyay 2012).

Fungos filamentosos estdo se destacando como produtores de lipases, como
Aspergillus niger. Talvez, isso explique o fato de que, culturalmente, a maioria das
aplicacdes das lipases se dé na area de alimentos, na qual se empregam fungos
considerados GRAS (“Generally Regarded as Safe”) (lwashita, 2002; Cihangir e
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Sarikaya, 2004; Ellaiah et al., 2004; Contesini et al., 2009; Acikel et al., 2010). O uso
historico dos géneros Aspergillus e Penicillium na produgdo de alimentos e bebidas
tradicionais, como queijos e saqué, elevam-os ao status GRAS (lwashita, 2002;
Contesini et al., 2009). Além desses géneros, algumas importantes lipases fangicas
utilizadas comercialmente sdo obtidas dos géneros: Rhizopus, Mucor, Geotrichum e
Fusarium. Dentre as leveduras, Candida rugosa € a que mais tem sido empregada em
processos industriais (Cihangir e Sarikaya, 2004; Ellaiah et al., 2004).

As enzimas lipoliticas sdo encontradas em tecidos de varios animais e plantas,
e podem ser produzidas por Fermentacdo Submersa (FS) ou Fermentacdo em Estado
Sélido (FES) usando espécies de micro-organismos, como por exemplo o fungo
Aspergillus niger (Dalla-Vecchia et al., 2004). De acordo com Contensini et al.
(2010), a maioria das lipases microbianas industriais sdo derivadas de fungos e
bactérias. As enzimas lipoliticas microbianas sdo amplamente diversificadas nas suas
propriedades enzimaticas, substrato e especificidade, o que as tornam muito atraentes
para aplicacdes industriais (Hasan et al., 2006).

Devido a sua grande versatilidade e aplicabilidade hd uma crescente procura de
novas fontes de enzimas lipoliticas microbianas. Sendo o solo um grande reservatorio
de populagdo microbiana diversificada, alguns pesquisadores como Lin et al. (1995) e
Ko et al. (2005), vem utilizando desta inesgotavel fonte de micro-organismos para a
selecdo dos mesmos quanto a capacidade de produzir enzimas lipoliticas. Em estudo
para deteccdo de micro-organismos lipoliticos em solos, Ko et al. (2005), utilizando
solo de uma fazenda localizada em Taiwa, observaram que a maior parte de produtores
de enzimas lipoliticas foram as bactérias e os fungos, e que estes micro-organismos
apresentaram boa atividade enzimatica.

As enzimas microbianas sdo muitas vezes mais Uteis do que as enzimas
derivadas de plantas ou animais devido a sua grande variedade de atividades cataliticas
disponiveis, rendimentos elevados, a facilidade na manipulacdo genética e o rapido
crescimento microbiano em um meio de baixo custo (Hasan et al., 2006; Contesini et
al., 2010).

Os micro-organismos apesar da sua versatilidade sdo bastante sensiveis as
condi¢cdes do ambiente ao qual estdo sendo submetidos. Na producdo de enzimas
lipoliticas microbianas, fatores como composic¢do do meio, temperatura, pH, aeracao e

a presenga de compostos inibidores influenciam no processo, afetando a atividade
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enziméatica. Uma grande variedade de micro-organismos tem habilidade de produzir
essas enzimas, sendo funcao de alguns pardmetros reacionais e apresentando diferentes
especificidades, massa molecular, sensibilidade a temperatura e pH (Burkert et al.,
2003; Singh; Mukhopadhyay, 2012).

Segundo Hasan et al. (2006), apenas 2% dos micro-organismos do mundo sdo
fontes de pesquisas. As manipula¢des genéticas ou ambientais tendem ao aumento do
rendimento das células que por consequéncia acarreta em aumento da atividade
enzimatica, tornando a enzima de interesse constitutivo, ou seja, induzindo-a a
produzir enzimas alteradas que possam ser facilmente empregadas (Jaeger et al.,
1999).

O custo de producdo das enzimas lipoliticas microbianas € determinado pela
quantidade de enzima produzida, pelo processo de separacdo empregado e pela
estabilidade enzimatica. Dentre os varios fatores que influenciam a producdo destas
enzimas microbianas durante a fermentacdo, o substrato utilizado como fonte de
carbono e o tipo de indutor tem relevancia significativa. Isso acontece porque as
enzimas lipoliticas ttm como funcdo quebrar os substratos lipidicos insollveis para
poderem ser mais facilmente absorvidos, visto que a maioria das enzimas microbianas
sdo produzidas extracelularmente (Saxena et al., 1999; Kanwar et al., 2002; Singh;
Mukhopadhyay, 2012).

2.3.2 Aplicac0es das lipases

O interesse em pesquisas com lipases, principalmente de origem microbiana,
tem crescido devido ao seu grande potencial biotecnolégico. Como biocatalisadores,
as lipases apresentam algumas vantagens importantes sobre os catalisadores classicos
industriais. Efetivamente, suas caracteristicas de especificidade, regiosseletividade e
enantiosseletividade, permitem a sintese de compostos de alta pureza, com um nimero
reduzido de subprodutos e baixa geracdo de residuos. Além disso, 0S processos
enzimaticos requerem procedimentos mais faceis e baratos, que utilizam temperatura e
pressdo ambientes, condi¢cBes que minimizam a degradacdo de compostos labeis e
evitam o uso de compostos quimicos com alto potencial poluente (Villeneuve et al.,
2000; Castro-Ochoa et al., 2005; Silva et al., 2005;). Consequentemente, uma

consideravel atencdo vem sendo dada ao uso das lipases em aplicagfes industriais.
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A alta capacidade catalitica das lipases permite que estas enzimas sejam
utilizadas na sintese regiosseletiva ou na resolucdo estereosseletiva de alcoois, acidos
carboxilicos e aminas, dando origem a produtos opticamente ativos e ampliando a
aplicacdo comercial (Bon et al., 2008). O mercado industrial das lipases esta dividido
em trés segmentos de aplicagdo: enzimas técnicas, enzimas para inddstria de alimentos
e enzimas para ragdo animal (Hasan et al., 2006).

Tecnologias como a recombinacdo génica, a engenharia de proteinas e a
evolucdo dirigida propiciaram a obtencdo de enzimas com caracteristicas (atividade,
estabilidade, seletividade, especificidade) novas e mais dirigidas a substratos e
condicgdes de interesse industrial, promovendo a expansdo da aplicacdo de enzimas.
Entre as maiores empresas produtoras de enzimas estdo a Amano Pharmaceuticals
(Japao), Novozyme (Dinamarca), Genencor International (USA), Unilever (Holanda),
Biocatalysts (Inglaterra) e Meito Sankyo (Japao) (Krishna, 2002).

O uso de lipases como aditivos em detergentes ainda representa a maior
aplicacdo industrial destas enzimas. Entretanto, a capacidade hidrolitica das lipases
tem sido explorada em varios outros campos de atividade, como, por exemplo, na
indGstria de papel e celulose, para remocdo de material hidrofébico como
triacilglicerdis e ceras que sdo indesejaveis na manufatura deste produto, no
tratamento de aguas residuarias de fabricas, restaurantes e residéncias, na industria
farmacéutica, de couro, téxtil e de cosméticos (Reis et al., 2009).

As lipases sdo utilizadas no tratamento de residuos domeésticos, na limpeza de
tubulacBes de esgotos, fossas sépticas e sumidouros e também para acelerar a
biodegradacdo de polimeros e lamas de perfuracdo de pocos de petrdleo contendo
ésteres sintéticos emulsionados em agua (Jaeger e Reetz, 1998; Bon et al., 2008). Por
outro lado, as lipases também podem ser empregadas como biossensores para a
deteccdo de triacilglicerdis na industria oleoquimica, na tecnologia de alimentos e em
analises clinicas (Bon et al., 2008).

Na inddstria alimenticia, as lipases sdo utilizadas nos seguintes sub-grupos:
melhoramento da textura de pées, otimizacdo do tempo de maturacdo de salsichas
fermentadas, na hidrélise de gorduras do leite e até para alterar o sabor do leite (Bon et
al., 2008; Gandra et al., 2008). Shin; Akoh; Lee (2010) utilizaram lipases na
interesterificacdo de triacilglicerdis da manteiga com 6leo de palma, reduzindo o teor

de gordura saturada, sem produzir gordura trans. Alim e colaboradores (2008)
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utilizaram lipase para obter gordura com maior ponto de fusdo pela reacdo entre
estearina (18:0), acida linoleico (18:2) e 6leo fracionado de farelo de arroz.

Segundo Pandey et al. (2000), a partir da década de 90, houve um aumento no
interesse em relacdo a fermentacdo em estado sélido na producéo de lipases para o
desenvolvimento de bioprocessos, tais como a biorremediacdo e biodegradacdo de
compostos, desintoxicacdo bioldgica de residuos agroindustriais, biotransformacéo e
enriquecimento nutricional de culturas e de residuos de culturas, obtencdo de produtos

com grande valor agregado, tal como metabdlitos secundarios biologicamente ativos.

2.4 Fermentacdo em Estado Solido (FES) para producéo de enzimas

Existem dois tipos basicos de fermentacdo para producdo de enzimas e outros
metabdlitos: Fermentacdo Submersa (FS) e Fermentacdo em Estado Sélido (FES). Na
FES, o micro-organismo cresce em substratos solidos umedecidos ou suportes inertes,
na auséncia (ou quase) de agua livre, e na FS, os substratos sdo dissolvidos em meio
liguido. No caso da FES, o micro-organismo pode crescer entre os fragmentos do
substrato (dentro da matriz do substrato) ou sobre a superficie do substrato,
consumindo-o e secretando metabolitos, dentre os quais as enzimas (Mitchell et al.,
2006). O material sélido € insoluvel e age como suporte fisico e como fonte de
nutrientes. Este material podera ser um substrato sélido natural, como residuos da
agricultura, ou um suporte inerte, como poliuretano ou resinas poliméricas (Pandey,
2003).

Como a fermentacdo em estado sélido é a fermentacdo na auséncia de agua
livre, a recuperacgdo de seus produtos requer a extracao do sélido do meio fermentado.
Um extrator comum € a &gua destilada ou deionizada. Outros extratores tem sido
utilizados, como uma solucdo de Cloreto de Sédio (NaCl) 1% para protease e tampao
succinato 0,02 M para lipases e proteases (Aikat e Bhattacharyya, 2000). No processo
de FES deve-se levar em consideracdo alguns aspectos importantes, como a selecdo do
micro-organismo, a escolha do substrato, a otimizagdo dos parametros do processo, 0
isolamento e a purificagdo do produto, dentre outros fatores. A FES reproduz
processos microbiologicos naturais. No caso de aplicagdes industriais, estes processos
naturais, se monitorados, produzem o produto desejado (Couto e Sanroméan, 2006).

Assim, varios produtos de valor agregado tém sido produzidos por esta técnica
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fazendo uso de matérias-primas provenientes da natureza (Pandey, Soccol e Mitchell,
2000).

As enzimas e outros metabdlitos microbianos sdo tradicionalmente obtidos por
processos de FS. Neste tipo de fermentacédo, além de um melhor controle do processo,
a recuperagédo de enzimas extracelulares e a determinacdo de biomassa séo facilitadas,
sendo realizadas por filtracdo simples ou centrifugagdo para a remogdo das células. O
sobrenadante da cultura é utilizado para os estudos enzimaticos e o crescimento
microbiano é quantificado apos secagem da biomassa, por gravimetria, podendo ainda
ser realizado por densidade 6tica no caso de cultivos com bactérias (Lima et al., 2003).
Entretanto, na FES, onde os teores de agua ndo séo superiores a 80%, pode apresentar
algumas vantagens em relacdo a FS. Os metabolitos sdo normalmente produzidos em
uma forma concentrada, facilitando o seu processo de recuperacdo do meio de
fermentacdo. Uma vantagem adicional da FES, em relagcdo as FS é o custo porque,
além da simplicidade e economia do processo em termos de espaco, meio,
equipamentos e energia (Mitchell et al., 2006), utiliza como matéria-prima, residuos
descartados pela industria, causando diminui¢do no impacto poluente (Singhania et al.,
2009).

Além de uma boa escolha sobre qual tipo de fermentacdo utilizar, faz-se
necessario uma avaliacdo sobre o meio de cultura utilizado para o crescimento
microbiano. Os meios de cultivo sdo formulados com compostos quimicamente
conhecidos ou de matérias-primas naturais. Os constituintes principais desses meios
séo fontes de carbono (energia), fontes de nitrogénio, substancias minerais, fatores de
crescimento, e se tratando da producdo de enzimas é essencial a presenca de um
indutor (Lima et al., 2007).

O controle da umidade, da temperatura e do pH do meio, a velocidade e a
frequéncia de agitacdo, as condi¢cOes de transferéncia de oxigénio e de nutrientes, as
caracteristicas do substrato, além de caracteristicas e estimativas de crescimento da
automac&o do processo sdo 0s parametros mais frequentemente analisados em diversos
estudos revistos (Schmidell, et al. 2001, Messias et al., 2011).

Este tipo de fermentagdo tem mostrado também um enorme potencial
tecnoldgico no que diz respeito ao desenvolvimento de produtos que apresentam
componentes derivados de micro-organismos como ragdes para animais, produtos para

a indastria alimenticia, quimica e farmacéutica. Estas aplicacbes envolvem a
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biotransformacdo de produtos e residuos agricolas para enriquecimento nutricional,
producdo de biomassa e formagdo de produtos com alto valor agregado, como
metabolitos secundarios biologicamente ativos, incluindo antibidticos, alcaldides,
enzimas, 4&cidos organicos, biopesticidas, micro-pesticidas e bioerbicidas,
biossurfactantes, biocombustiveis, compostos aromaticos, etc. (Pandey, Soccol e
Mitchell, 2000; Messias et al., 2011).

O crescimento dos fungos nos processos fermentativos esta relacionado a
disponibilidade de substancias que os satisfacam nutricionalmente e de condicbes
favoraveis como concentracdo das fontes de carbono e de nitrogénio, pH do cultivo,
temperatura de crescimento e concentracdo de oxigénio dissolvido. Muitos estudos
tém tratado da otimizacdo de meios de cultura, em processos fermentativos, para a
producdo de determinada substancia de interesse (Burket et al., 2004; Freitas et al.,
2007; Contesini et al., 2009; Acikel et al., 2010; Rigo et al., 2010).

Na producdo de enzimas por FES, a quantidade reduzida de agua no substrato
limita 0 nimero de micro-organismos, sendo que os mais utilizados sdo os fungos
filamentosos, devido a sua capacidade de tolerar ambientes com baixa quantidade de
agua, utilizando residuos da agroindustria (Couto e Sanromam, 2006; Messias et al.,
2011).

2.4.1 Produgcéo de lipases por fungos filamentosos utilizando a FES

Estudos de FES para producdo de lipases vem sendo reportados na literatura
utilizando principalmente fungos filamentosos e leveduras (Tabela 1), sendo citados
Penicillium candidum, P. camembertii, Mucor miehei, Monascus fulginosus,
Rhizomucor pusillus e R. rhizopodiformis utilizando bagaco de cana (Cordova et al.,
2006), Aspergillus niger utilizando torta de gergelim (Kamini; Puvanakrishnan, 1998);
Penicillium brevicompactum utilizando torta de babacu e castor meal (Silva et al.,
2011), Penicillium simplicissimum utilizando torta de soja (Di Luccio et al., 2004),

Aspergillus oryzae utilizando torta de 6leo de coco (Ramachandran et al., 2004).
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Tabela 1. Principais micro-organismos envolvidos na producdo de lipases por
Fermentacdo em Estado Solido (FES).

Microorganismos Substrato Referéncias
Aspergillus oryzae torta de 6leo de coco Ramachandran et al.,
2004.
Aspergillus niger torta de gergelim Kamini et al., 1998.
farelo de trigo Mahadik et al., 2002.
semente de ab6bora Santos et al., 2012
Penicillium simplicissimum Farelo de soja Vargas et al, 2008.
Penicillium verrucosum bagaco-de-cana Kempka et al.,2008
Penicillium brevicompactum torta de babagu Silva et al., 2011
Penicillium simplicissimum torta de soja Di Luccio et al., 2004.
Rhizopus oligosporus torta de améndoa Ul-Hag et al., 2002.
Rhizopus homothallicus bagaco-de-cana Diaz et al., 2006.
Rhizopus rhizopodiformis bagago-de-cana Cordova et al., 2006.

2.4.2 Fatores que afetam a producao enzimatica por FES

As condigbes ambientais como umidade, temperatura, pH afetam
significativamente o crescimento celular e a formacdo de produto. Os processos de
FES necessitam das seguintes etapas: selecdo cuidadosa da matéria-prima ou
substrato, escolha de um micro-organismo especifico, controle dos parametros da
fermentacdo, separacdo em alguns casos e a purificagdo dos produtos (Gutierrez et al.,
1998).

A agua representa um papel primordial na FES, pois é responsavel pela difusao
de solutos, gases e metabdlitos inibitorios, bem como pela absor¢édo celular. O teor de
umidade do meio de cultivo € um dos principais parametros que influencia a FES. A
natureza do substrato, as necessidades do micro-organismo utilizado e o tipo de
produto final desejado sdo os principais fatores que determinam o grau de umidade
que o substrato devera apresentar (Pandey, 2003).

O crescimento microbiano € um processo exotérmico, e o calor gerado deve ser
dissipado, visto que altas temperaturas ndo sao favoraveis ao crescimento dos micro-
organismos. No inicio da fermentacdo, tanto a temperatura como a concentracao de
oxigénio, sdo 0s mesmos em qualquer ponto do leito. No entanto, com o progresso da
fermentacdo, o oxigénio se difunde, permitindo que as reagcdes metabdlicas acontecam,
fato que, por sua vez, libera calor, o qual ndo é facilmente dissipado devido a baixa
condutividade térmica do substrato e a dificuldades na conducdo através do leito da

fermentacdo. Pode-se contornar este problema com a introdugdo de ar comprimido
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através do meio de cultura, para producdes industriais, controle de temperatura da sala
ou do equipamento onde ocorre a fermentacdo, ou pelo sistema de camisas em torno
do biorreator com circulacéo de agua refrigerada (Schmidell et al., 2001).

O pH é uma variavel importante em qualquer processo bioldgico, havendo
valores de pH minimo, 6timo e mé&ximo para o desenvolvimento de cada micro-
organismo, geralmente os fungos preferem pH baixo (4,5 — 6,0). O pH do meio afeta o
metabolismo dos micro-organismos por alterar seu conjunto enzimatico. O controle do
pH durante a FES, embora seja um dos parametros mais criticos, dificilmente sera
conseguido devido a heterogeneidade e consisténcia do material. Como tentativa de
amenizar o efeito de uma variagdo brusca, utilizam-se substratos com boa capacidade
tamponante ou adicdo de solucBes-tampdo durante a etapa de umidificacdo do
substrato (Schmidell et al., 2001; Pandey, 2003).

Estudos de Pera et al. (2006), relatam que o pH 6timo de atividade de
Aspergillus niger estd em torno de 6,0. Cai et al. (2009) ao realizarem a purificacéo e
caracterizacdo parcial da lipase produzida por Geotrichum sp., observaram que a
enzima foi estavel entre pH 3,0-8,0. Lipases microbianas sdo mais estaveis na gama de
pH de 2 a 10,5 (Singh; Mukhopadhyay, 2012). Saxena et al. (2003) relatam que a
temperatura 6tima da lipase de Aspergillus carneus foi 37°C, diferindo dos resultados
obtidos nesse estudo, uma vez que a temperatura Otima para a atividade de lipases
produzidas por Aspergillus candidus foi 65°C. Dantas e Aquino (2010), avaliaram a
influéncia do teor de agua dos substratos, entre 35% e 65%, na producdo de lipase
através da FES. Onde verificou-se que houve maior producdo de lipase quando
empregado cascas de abacate (10 U/gss) e sementes de abdbora (24 U/gss) com teor de
agua de 35% e torta de babacu (25 U/gss) e borra de café (13 U/gss) com teor de dgua
de 45%. Quando utilizado torta de mamona como substrato obteve-se maxima
atividade enzimatica (19 U/gss) nos residuos contendo teor de agua de 35% e 45%. O
controle de determinadas variaveis se faz necessario para a obtencdo de produtos com

caracteristicas constantes e uniformes (Messias et al, 2011).

2.5 Substratos utilizados na FES

Comumente utilizam-se produtos ou subprodutos oriundos da agroinddstria,
que tem como caracteristica servir de matriz solida e fornecer fontes de carbono e de

energia para o crescimento do micro-organismo, além de apresentarem um custo
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relativamente baixo. Pode-se também incorporar solucdo nutriente ao substrato, com o
intuito de adequé-lo as condig¢des nutricionais do microorganismo (Schmidell et al.,
2001).

O material solido utilizado em FES &, geralmente, fragmentado e de natureza
granular ou fibrosa que permite a retencdo de dgua por higroscopia ou capilaridade. A
quantidade de &gua presente varia consideravelmente de acordo com o material
utilizado. Os substratos amilaceos (arroz, trigo, centeio, cevada, milho, mandioca) sao,
na maioria das vezes, fermentados entre 25 e 60% de umidade inicial. No entanto, 0s
substratos celuldsicos (palhas, cascas, bagacgo, farelos e outros) permitem trabalhar
com teores de umidade mais elevados 60 a 80% sem o aparecimento de agua livre
(Soccol e Vanderberghe, 2003).

Para a producdo industrial de enzimas microbianas, 0S micro-organismos
devem ser capazes de crescer em substratos de baixo custo; produzirem a enzima em
velocidade elevada, constante e em curto espaco de tempo; os métodos para a
recuperacdo devem ser simples; a preparacdo enzimatica obtida deve apresentar
estabilidade. O éxito da producdo industrial de enzimas depende do grau em que a
atividade dos micro-organismos é alcancada e quando se reduzem custos do substrato
empregado, da incubacdo e da recuperacao da enzima (Slivinski, 2007).

A aplicacdo de residuos agroindustriais em bioprocessos disponibiliza
substratos alternativos e colabora em resolver problemas relacionados a disposicao
inadequada de residuos solidos (Mardstica e Pastore, 2005).

Existem vérios exemplos na literatura relacionando o uso de substratos naturais
e suportes inertes na producdo de enzimas e outros compostos de alto valor comercial
por FES. Os principais residuos que podem ser utilizados sao as tortas derivadas dos
processos de extracdo do 6leo de milho (torta de milho), 6leo de girassol (torta de
girassol) e soja (torta de soja), materiais abundantes no Brasil, e que normalmente
oferecem um potencial poluente muito elevado (Slivinski, 2007).

Vérios residuos agricolas tém sido relatados como eficazes para producdo de
lipase: farelos (trigo, arroz, soja, cevada), tortas (soja, oliva, gergelim, babacu) e
bagaco (de cana) (Singhania et al., 2008). A utilizagdo de subprodutos agroindustriais
como substrato na producdo de lipases, além de agregar valor a materiais de baixo
custo no mercado pode vir a reduzir em muitos o preco final da enzima (Castilho et al.,
2000).
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Na maioria dos casos, a producdo de lipases utilizando residuos fibrosos
requerem suplementagdo nutricional ou uma mistura de mais do que um substrato.
Colla et al. (2010) mostraram que uma mistura de farelo de soja e casca de arroz teve
efeito sinérgico na producdo de lipase. Outros residuos como farelo de trigo (Contesini
et al., 2009), residuo de mamona (Godoy et al., 2011; Herculano et al., 2011), torta de
babassu (Silva et al., 2011) sdo relatados como bons substratos para a producdo
lipasica. Estes representam somente uma pequena proporc¢do dos substratos que podem
ser utilizados na producdo de metabdlitos com aplicacdo industrial (Mahadik et al.,
2002; Ul-Hagq et al., 2002; Cammarota e Freire, 2006).

2.5.1 Licuri

O licuri, Syagrus coronata (Mart.) Becc., € uma palmeira encontrada a leste do
rio S&o Francisco, nos estados de Pernambuco, Alagoas, Bahia, Sergipe e norte de
Minas Gerais, na caatinga e florestas semideciduas, zonas de transicdo para restinga e
cerrado. E regionalmente conhecido como licurizeiro, licuri, ouricuri, auricuri, alicuri,
nicuri, dicori, uricuri, coqueiro dicori e coqueiro cabecudo (Drumond, 2007). Possui
estipe ndo perfilhado de 3-10 metros de altura e 15-25 cm de diametro. Nao ha
entrenos visiveis em seu estipe retangular. Possui cinco fileiras de folhas com fibras
grossas, chatas na bainha. Seus frutos sdo elipséides, amarelados, também
amarronzados, de 2,5 a 3,0 cm de comprimento, com mesocarpo suculento adocicado
(Lorenzi, 2010) (Figura 1).

Segundo Drumond (2007) o licuri inicia sua frutificacdo seis anos apds o
plantio. Um licurizal nativo produz em média 2.000 Kg/ha de frutos anualmente. Nos
anos de pluviosidade abaixo da média, a producdo diminui, mas sempre ocorre de
maneira estavel. Sendo bem cuidado (podando as folhas velhas, capinando as plantas
daninhas ao seu redor), um licurizal pode produzir 4.000 Kg/ha.

O fruto, quando verde, aferventado fornece améndoas saborosas para fazer
cuscuz, iguaria tipica da culinaria nordestina. Os brotos do licuri sdo consumidos pelos
sertanejos, sendo a parte mais mole cozida, e a parte mais dura triturada, moida e
utilizada como farinha. Ele é conhecido como a “arvore salvadora da vida” nas areas

de ocorréncia natural (Drumond, 2007).
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Figura 2. Partes da palmeira licuri (Syagrus coronata): folha (A); caule (B); flor
(C); fruto (D).

E uma palmeira ornamental, podendo ser utilizada como paisagismo. Suas
folhas fornecem cera; o palmito, mesocarpo e améndoa de seus frutos sdo comestiveis.
Ainda as améndoas produzem 6leo para fabricacdo de sabdo e o endocarpo utilizado
para artesanato. Frutificagdo ocorre no veréo (Lorenzi, 2010).

Por compor a caatinga, onde os grandes periodos secos se alternam com as
estacOes chuvosas, esta palmeira suporta bem as secas prolongadas e floresce e
frutifica por um longo periodo do ano, fornecendo recursos para a subsisténcia da
populacdo dessas regiGes (Figura 2A), sendo utilizado também para alimentar os
animais domésticos (Lorenzi, 2010).

Ressalta-se a particular importancia desta palmeira para a arara-azul-de-Lear
(Anodorhynchus leari Bonaparte, 1856) (Figura 2B), posto que seus frutos se
constituem no seu principal item alimentar (Ramalho, 2008). Esta ave, endémica da
Ecorregido do Raso da Caatinga, encontra-se extremamente ameacada de extincao,
devido ao trafico (Rocha, 2009) e a escassa oferta de alimentos da vegetacdo nativa
local. Encontra-se, portanto, em situacdo de elevado risco, encontrando-se na lista
Oficial da Fauna Silvestre Brasileira Ameacgada de Extincdo (MMA, 2003). Denota-se
assim que acOes de conservacdo da arara-azul-de-Lear devem ser baseadas
necessariamente na recuperacdo das populacfes nativas da palmeira licuri (IBAMA,
2006; CEMAVE, 2012).

34



Farias, C. M. M. - Producdo e Caracterizacdo de Lipases...

Fonte: www.flickr.com

Figura 3. Principais consumidores do licuri: colhedora (A); arara-azul-de-Lear

(B).

Todas as partes do licuri sdo utilizaveis. Das folhas, sdo produzidos sacolas,
chapéus, vassouras e espanadores. Com a raspagem das folhas € obtido a cera de licuri
que é equivalente a da carnaubeira, utilizada para fabricar de papel carbono, graxa para
sapatos, moéveis e pintura de automoveis. A polpa das améndoas € consumida in
natura, sendo utilizadas para fabricacdo de cocadas. Delas também é extraido um dleo
usado na culinaria da populacdo do semi-arido (Ramalho, 2008). O 6leo de licuri na
Bahia, mais precisamente nas comunidades do Senhor do Bonfim e Caldeirdo Grande,
é industrializado e utilizado para producdo de saponaceos (sabdo em po, detergentes,
sabdo em barra e sabonetes finos) considerados de alta qualidade, visto que o licuri é
considerado o melhor 6leo brasileiro para a produgdo de sabdo (Ramalho, 2008)
(Figura 3).
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Fonte: www.trollada.com.br

Figura 4. Produtos comercializados originados do licuri: 6leo de licuri (A);

licuri em conserva (B); cestas feitas com a palha da palmeira (C).

Para a extracdao do oleo de licuri, as mulheres das comunidades do Senhor do
Bonfim e Caldeirdo Grande, Bahia, catam na mata os coquinhos de licuri depois
separam 0s melhores e maiores para a extracdo do 6leo. Os pequenos que sobram
passam pela trituradora forma o que se chama torta do licuri o qual compde uma rica
racdo para animais. Depois de separados, sdo quebrados manualmente onde séo
retiradas as améndoas e em seguida torradas. Ap0Os esse processo, as améndoas ja
torradas vao para a trituradora onde sera obtida uma massa. Essa massa triturada vai
para o fogo junto com agua quente, mexendo sempre até o 6leo comecar a ferver.
Depois é colocado em um recipiente para a decantacdo do 6leo o qual voltara ser
submetido a uma segunda fervura. Apos a segunda fervura, o 6éleo esta pronto (Escola
Umbuzeiro, 20012) (Figura 5).
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Fonte: www.escolaumbuzeiro.org

Figura 5. Processo de extracdo do 6leo de licuri.

A determinacdo da composi¢do nutricional indicou que o fruto é altamente

caldrico. Os principais constituintes das améndoas séo lipideos e proteinas (Tabela 3),

na polpa, o a-caroteno € um importante constituinte (Crepaldi et al., 2001).

Tabela 2. Composicdo quimica da polpa e da améndoa do fruto de licuri (Syagrus

coronata).

Parametros analisados

Média e desvio padrao

Composigéo centesimal
Umidade (%)

Cinzas (%)

Lipidios (%)
Nitrogénio (%)
Proteinas (%)
Carboidratos totais (%)
Composigdo vitaminica
xantofila

a-caroteno
B-caroteno (ug.g™)

valor pré-vitamina A (ER)

a-tocoferol (pg.g™)
acido ascorbico

Valor calérico (Kcal.100 g™)

Polpa Améndoa
77,4 + 0,16 28,6 + 0,38
1,4+0,06 1,2+0,01
45+0,3 49,2 +0,08
0,5 2,2+0,01
3,2 11,5 + 0,03
13,2 9,7
tracos *nd
tracos nd
26,1+0,7 nd
44+01 nd
38+04 nd
tragos nd
108,6 527,3

Fonte: Crepaldi et al (2001) /* nd= ndo detectado
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A torta de licuri é originada do residuo obtido da extragdo do Oleo e serve
como excelente alimento para animais, especialmente para vacas leiteiras. A torta é
constituida de 41% de substancias ndo azotadas, 19% de proteinas, 16% de celulose e
11% a 12% de Gleo (Santos et al., 2006).

Fonte: coisasdeumachef.blogspot.com
Figura 6. Torta de licuri.

O Brasil, em fungdo do seu tamanho e diversidade de clima, solo e flora,
dispde mais de 200 espécies de oleaginosas que podem ser utilizadas na producao de
biodiesel (Beltrdo, 2006). O licuri além de suas diversas utilidades, e com o advento
do biodiesel, vem despertando grande interesse por parte dos produtores rurais do
sertdo nordestino em manejar seus povoamentos naturais e até mesmo em estabelecer
novos plantios para fins de producéao de biodiesel.

A maioria das palmeiras brasileiras ndo estd ameacada de extin¢do. Porém
devido ao uso desordenado dos povos indigenas locais, para artesanato do licuri, esta
palmeira esta extinta em Aguas Belas, no sertdo de Pernambuco e municipios vizinhos
(Rufino, 2008).
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CAPITULO 1

SELECAO DE ESPECIES DE ASPERGILLUS PARA PRODUCAO

DE LIPASES UTILIZANDO FARELO DE LICURI, SYAGRUS
CORONATA (MARTIUS) BECCARI.

Trabalho a ser submetido como Farias, C.M.M., Sousa, M. A., Souza, O. C., Magalhdes, O.M.C.,
Medeiros, E. V., Moreira, K.A., Souza-Motta, C. M.. Selecdo de espécies de Aspergillus para producéo

de lipases utilizando farelo de licuri, Syagrus coronata (Martius) Beccari, como substrato. Aplied
Microbiology and Biotecnology.
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Resumo

Espécies de Aspergillus vem sendo objeto de estudos devido as suas multiplas
aplicagbes em escala industrial como na produgdo de alimentos, detergentes,
cosmeéticos e farmacos, pois possuem capacidade de produzir lipases normalmente
extracelulares. A grande demanda industrial por novas fontes de lipases com
diferentes caracteristicas tem estimulado a busca de novas cepas de microrganismos
lipoliticos, principalmente de fungos. O objetivo deste trabalho foi selecionar culturas
de Aspergillus preservadas sob 6leo mineral na Micoteca-URM quanto a producao de
lipases utilizando substrato de baixo valor comercial. A caracterizacdo qualitativa foi
realizada em placa de Petri utilizando Tween 20 como substrato e a qualitativa em
fermentacdo em estado sélido utilizando farelo de licuri como fonte de carbono. No
teste qualitativo nenhuma cultura apresentou halo de degradacdo, entretanto em
fermentacdo em estado sélido todas as culturas produziram lipases com atividades
que variaram de 74,33 a 197,44 U/gss. A. candidus URM5611 apresentou a maior
atividade lipolitica com 197,44 U/gss, ap6s 48 horas de fermentacdo. A lipase de A.
candidus apresentou melhor atividade em pH 2,5 e 65°C. A capacidade da lipase de A.
candidus ser estavel em uma ampla faixa de pH (2,5-9,0) e temperatura (30-65°C)
sugere 0 uso desta cepa em processos biotecnoldgicos industriais.

Palavras-chave: Aspergillus, farelo de licuri, lipases.

Introducéo

As lipases (glicerol ester hidrolases, E.C. 3.1.1.3) compreendem um grupo de
enzimas hidroliticas que atua geralmente na interface organico-aquosa, catalisando a
hidrolise e a sintese de ésteres formados por glicerol e &cidos graxos de cadeia longa
(Sharma et al., 2001; Treichel et al., 2010).

A funcgdo bioldgica destas enzimas é primordialmente catalisar a hidrdlise de
triglicerideos insolGveis para gerar acidos graxos livres, mono e diacilglicerdis e
glicerol. Entretanto, em condi¢fes em que a disponibilidade de agua no meio é
reduzida, a maioria das lipases pode exercer sua atividade -catalitica reversa,
catalisando também reacGes de esterificacdo e transesterificacdo, entre outras. Assim,
devido as diferentes reacfes que sdo capazes de catalisar e as suas caracteristicas de
régio e enancio seletividade, as lipases, além de sua utilizacdo em areas tradicionais,
como a industria de detergentes e alimenticia, vém sendo intensamente empregadas
nos mais diversos campos: industria farmacéutica, de quimica fina, oleoquimica, de
couros, de polpa e papel e no tratamento de residuos industriais (Freire e Castilho,
2000; Sharma et al., 2001; Messias et al., 2011).
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As lipases séo encontradas na natureza em animais, vegetais e microrganismos.
O interesse pelas lipases microbianas tem crescido muito devido principalmente a sua
maior estabilidade e diversidade quando comparadas a lipases de outras fontes. Assim,
a descoberta de novas lipases, a partir da selecdo de microrganismos, com
caracteristicas desejaveis (estabilidade a altas temperaturas e amplas faixas de pH, alta
especificidade em relagdo a certos &cidos graxos e enancio seletividade), pode guiar
promissoras perspectivas cientificas e comerciais (Bjorkling et al., 1991; Cotensini et
al, 2010).

Apesar de tradicionalmente produzir-se enzimas por meio da fermentagéo
submersa pela maior facilidade de controle do processo, a fermentagdo em substrato
solido (FSS) apresenta vantagens em relacdo a primeira (Santos et al., 2006). Entre
essas pode-se destacar: o meio de cultura é mais simples e barato, geralmente
constituido por residuos de produtos agricolas ndo refinados (por exemplo, palhas,
bagacos), que muitas vezes sdo até descartados pelas industrias de beneficiamento
agricola; menor producdo de residuos resultante do processo fermentativo; menor
utilizacdo de agua, o que evita inclusive a contaminacao por bactérias que geralmente
requerem maior quantidade de liquido no meio; menor demanda de energia; facilidade
na aeragdo do meio, havendo maior difusdo de gases; possibilidade de producdo de
esporos, impossiveis de se obter por fermentacdo submersa (Holker et al., 2004).
Dentre as alternativas existentes a fim de diminuir estes custos, esta 0 emprego de
residuos agroindustriais a FES, o qual se mostra uma fonte riquissima de substratos
para aplicacdo neste processo (Murugan et al., 2011).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi a selecdo de isolados de Aspergillus
produtores de lipase utilizando fermentacdo no estado solido para posterior otimizagao
do meio de cultivo e das condi¢des de cultivo a fim de produzir um biocatalisador a

custos reduzidos.

Metodologia

Micro-organismos

Foram utilizadas para a verificacdo da viabilidade e autenticacdo taxonémica

18 espécies de Aspergillus preservadas sob éleo mineral (Sherf, 1943) estocadas desde
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2007 na Colecgéo de Culturas - Micoteca URM do Departamento de Micologia, Centro
de Ciéncias Biologicas, Universidade Federal de Pernambuco, Brasil.

Caracterizacdo morfoldgica

As culturas de Aspergillus foram reativadas e autenticadas taxonomicamente.
Os esporos das culturas foram suspensos em 1,0 mL de uma solucdo contendo 0,2 %
de &gar e 0,05 % de Tween 80. Desta suspensdo, 2,0 pL foram inoculados em trés
pontos das placas de Petri contendo 25 mL de CZ e MEA. As culturas foram
incubadas durante sete dias, no escuro, a 25 °C e, em seguida, as caracteristicas
morfolégicas como o didmetro e a cor das coldnias, tipo de vesicula, seria¢do (uni ou
biseriado) do conidiéforo, a morfologia e ornamentacdo da parede dos conidios,
serdoanalizadas e comparadas com chaves taxondmicas e guias disponiveis para o
género Aspergillus (Raper e Fennell, 1965; Klich, 2002; Samson et al., 2007).

Selecdo de culturas de Aspergillus produtoras de lipases
Selecdo em meio solido

Fragmentos de culturas de Aspergillus foram inoculados no centro da placa de
Petri, contendo Batata Dextrose Agar (BDA) a 28°C. Apos sete dias de crescimento
foram retirados discos de 5 mm de didmetro e transferidos para o centro da placa de
Petri com meio de cultura, em triplicata, proposto por Sierra (1957), contendo peptona
(10g/L), cloreto de sédio (5g/L), cloreto de célcio (2g/L), agar (20g/L), Tween 20
(10mL/L), ajustado o pH para 7,4. As culturas foram incubadas em BOD
(Biochemical Oxygen Demand) (TECNAL TE424, Brasil) a 28°C e 37°C + 2°C,
observadas durante 24, 48, 72 e 96 horas, evidenciando-se um halo claro em torno das
colénias indicativo de atividade lipolitica. O indice Enzimatico (IE) foi expresso pela
medida da relacdo entre o diametro do halo e o didmetro do crescimento da colonia
segundo Hankin e Anagnostakis (1975). Todos os ensaios foram realizados em

triplicata.
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Selecdo por fermentacao em estado solido (FES)

As fermentacOes foram realizadas em frascos tipo Erlenmeyers de 250 mL,
contendo 10 g de farelo de licuri, éleo de oliva como indutor a 1%, umedecido com
tamp&o fosfato 0,1 mol/L mantido a umidade inicial de 50%, pH 7,0. Os frascos foram
autoclavados, resfriados e inoculados com 1 mL da suspencdo de esporos na
concentracdo de 5x10° esporos mL™ e incubados 30°C em estufa BOD por até 96
horas (Sabu et al., 2005).

Apo6s 96h, foram retirados trés frascos para a obtencdo do extrato bruto e
dosagem da atividade enzimatica. Em cada frasco foram adicionados 50 mL de agua
destilada esterilizada com 0,01% de Tween 80 e mantidos em agitador rotativo
(Shaker TECNAL) a 150 rpm durante 10 minutos. O substrato fermentado foi
submetido a filtracdo seriada usando gaze estéril e papel de filtro (CELAB 22,15
micra) com o auxilio de uma bomba a vacuo. Os filtrados foram considerados como
extrato bruto, distribuidos em tubos Falcon de 50 mL e preservados em 4°C (Sabu et
al., 2005).

Atividade enzimatica

A atividade enzimatica foi realizada pelo método titulométrico, utilizando 6leo
de oliva (10% m/v) como substrato para dosagem da enzima, o qual foi emulsionado
com goma arabica (5% p/v) em &gua destilada. A 5 mL desta emulsdo foi adicionado 1
mL do extrato enzimatico bruto, incubados por 1 hora a 37°C, posteriormente titulados
com uma solucdo de NaOH (0,05 M) segundo Watanabe et al. (1977). A dosagem da
atividade lipasica foi realizada utilizando fenolfitaleina como indicador e a média
aritmética dos valores foi utilizada para determinacdo do calculo da atividade
enzimatica. Uma unidade de atividade lipasica foi definida como a quantidade de
enzima que libera 1umol de 4cido graxo por minuto nas condi¢des descritas acima que

pode ser determinada atraves da equacao segundo Leal (2002).

AL =V;. M. fc.1000
Vs t
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AL = Atividade lipésica (U/mL)

V1 = Volume da amostra titulada

M = Molaridade da solucéo de NaOH
fc = Fator de correcdo do NaOH

V, = Extrato enzimatico

t = Tempo

A umidade de cada amostra foi determinada segundo a metodologia da
Association of Analitycal Communities - AOAC (2003), para posterior conversao dos

resultados para substrato seco.

Efeito e estabilidade do pH na atividade enzimatica

O efeito do pH foi determinado por determinacdes da atividade enzimatica a
50°C, do extrato enzimatico bruto emulsionado por trés minutos com goma arabica
(5% p/v) com oleos de oliva em diferentes pH, utilizando os tampdes: Citrato-fosfato
0,05M pH 2,5 a 7,0 e Tris-HCL 0,05M pH 7,4 a 9,0 com variacdo de 0,4 pontos. Para
determinacdo da estabilidade da enzima a temperatura, 0 extrato enzimatico foi
previamente incubado a temperaturas de 30° a 80°C com variacdo de 1 hora e em
seguida foram submetidas a determinacdo da atividade lipolitica. As analises foram

realizadas em triplicata.

Efeito e estabilidade da temperatura na atividade enzimatica

O efeito da temperatura foi determinado a constante pH 2,5 6timo, pela
incubacdo do extrato enzimatico com o respectivo substrato, com variacdes de
temperatura entre 30 a 80°C, com uma faixa de variacdo de 5°C, por um periodo de
60, 120 e 180 min. A atividade enzimatica foi realizada como descrita anteriormente.
Todas as anélises foram realizadas em triplicata. Para determinacdo da estabilidade
da enzima ao pH o extrato enzimético foi previamente submetido & acdo de
diferentes valores de pH pelo uso das solu¢des tampdes, com pH variando entre 2,5 a

9,0 por um periodo de 60, 120 e 180 min e em seguida foram submetidas a
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determinacdo da atividade lipolitica como descrita anteriormente. As analises foram

realizadas em triplicata.

Resultados e discussao
Viabilidade e autenticacio taxondmica das culturas de Aspergillus

Todas as espécies testadas estdo mantidas na Colecéo de Culturas - Micoteca
URM sob oleo mineral, apds reativadas preservaram suas caracteristicas morfologicas
(Tabela 1). As culturas de Aspergillus apresentaram col6nias de coloracdo variada de
acordo com caracteristicas de cada espécie, com texturas que variam de rugosas a
pulverurentas, hifas hialinas, vesiculas globosas a subglobosas, seriagdo uni e
bisseriada (Figura 1).

O método de preservacdo sob Oleo mineral apresentou-se adequado para a
manutencdo de culturas de Aspergillus, uma vez que manteve a viabilidade das
mesmas, com estabilidade das caracteristicas morfofisiologicas apos estocagem por até
5 anos, sendo que estes resultados concordam com Braz et al. (2009) que avaliaram a
viabilidade de 31 isolados de Acremonium, onde 26 mantiveram-se viaveis quando
preservadas sob oOleo mineral na Micoteca URM e 24 foram autenticados

taxonomicamente ap6s 31 anos de preservacao.

Tabela 1 - Viabilidade e autenticacdo taxonémica de culturas de Aspergillus
preservadas sob 6leo mineral isoladas de torta de mamona a partir de 2007 na Colecao
de Culturas - Micoteca URM.

URM* ESPECIE VIABILIDADE AUT. TAXON.
5938 Aspergillus caespitosus Raper & Thom + Confirmada
5910 Aspergillus awamori Nakas + Confirmada
5870 Aspergillus niveus Blochwitz + Confirmada
5838 Aspergillus niger Tiegh + Confirmada
5829 Aspergillus variecolor Thom & Raper + Confirmada
5827 Aspergillus melleus Yukawa + Confirmada
5794 Aspergillus flavus Link + Confirmada
5792 Aspergillus sclerotiorum G.A. Huber + Confirmada
5787 Aspergillus parasiticus Speare + Confirmada
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Cont...

URM* ESPECIE VIABILIDADE AUT. TAXON.
5774 Aspergillus sydowii Thom & Church + Confirmada
5701 Aspergillus versicolor (Vuill.) Tirab + Confirmada
5698 Aspergillus fumigatus Fresen + Confirmada
5620 Aspergillus japonicus Saito + Confirmada
5615 Aspergillus stromatoides Raper & Fennell + Confirmada
5611 Aspergillus candidus Link + Confirmada
5609 Aspergillus ochraceus G. Wilh + Confirmada
5608 Aspergillus duricaulis Raper & Fennell + Confirmada
5606 Aspergillus terreus Thom + Confirmada

* Numero de acesso na Micoteca URM (Recife, Pernambuco, Brasil); + (vidvel); AUT= Autenticacéo.

Figura 1. Aspergillus ochraceus URM 5609; A) Colonia em agar extrato de
levedura czapeck (CYA) com quatro dias de crescimento a 25°C; B) Conidioforos

hialinos bisseriados e vesicula globosa (aumento de 40x).

Uma ampla variedade de fungos sobrevive nesse método, mantendo uma
viabilidade entre 6, 7 e até mesmo 20 anos (Figueiredo, 2001). Espécies de
Cladosporium e Trichosporon preservadas por este método e mantidas na Micoteca
URM permanecem viaveis por até 40 anos (Silva, 2009).

Bezerra et al. (2006) obtiveram 20 culturas de Coccidioides immitis preservadas
sob 6leo mineral na Colecdo de Culturas do Instituto Oswaldo Cruz e apenas cinco
foram viaveis, mostrando que este método de preservacdo nao foi adequado para esta

espécie.
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Figueiredo (2001) e Nakasone et al. (2004) afirmam que culturas de fungos
podem ser preservadas sob dleo mineral por 20 a 32 anos respectivamente, o que
evidencia as vantagens deste método pela viabilidade de algumas espécies ap6s um
periodo prolongado de preservacdo, além da reducdo da contaminagdo por acaros,
processo simples e econdmico ndo necessitando de equipamentos onerosos podendo
ser utilizado por colecGes de pequeno e grande porte.

Selecdo de culturas de Aspergillus produtoras de lipases

Das 18 espécies testadas em meio solido para detec¢do da capacidade lipasica,
em nenhuma cultura foi observado um halo opaco ao redor da colbnia, tanto a 28°
qguanto a 37°C. Porém, apesar da auséncia de degradacdo em meio sélido, todos 0s

isolados foram submetidos a fermentagdo em estado sélido (FES).

Selecdo por FES

A atividade lipolitica (AL) total, tendo como substrado o farelo de licuri como
substrato, variou de 74,33 a 197,44 U/gss, sendo A. candidus URM 5611 o maior
produtor, seguido de A. flavus URM 5794 e A. sclerotiorum URM 5792 com producéo
de 163,25 U/gss e 154,21 U/gss, respectivamente (Tabela 2).

Palma et al. (2000) obtiveram atividade lipolitica maxima por Penicillium
restrictum de 27,8 U/gss com babacu suplementado com peptona e Cordova et al.
(2006) obtiveram com cultura de Rhizopus rhizopodiformis uma atividade total de
43,04 Ulgss utilizando bagaco de cana com torta de oliva. Estes valores sao
inferiores aos obtidos neste trabalho, cerca de quatro vezes menor, com relacdo a todas
as culturas para atividade lipolitica total.

Castiglioni et al. (2009) testou a producdo de lipases por A. fumigatus em FES
utilizando casca e farelo de arroz adicionado de 6leo de oliva fonte de carbono. O
valor obtido da atividade total de 117,02 U/gss foi semelhante ao obtido no presente
estudo por A. caespitosus URM 5938, tendo como fonte de carbono o farelo de licuri e
oleo de oliva, com atividade total de 117,33 U/gss. Porém, ainda foi inferior ao valor
méaximo obtido com A. candidus URM 5611 com atividade total de 197,44 U/gss.
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Os fungos do género Aspergillus sdo muito utilizados na producdo de enzimas.
A producdo de lipases por espécies de Aspergillus tem sido amplamente relatada,
principalmente pelo fato dessa enzima ser normalmente extracelular. O triacilglicerol
hidrolase, comumente conhecida como lipase é uma enzima catalitica com funcédo de
hidrolisar ésteres em triglicerideos para produzir diglicerideos, monoglicerideos,
acidos graxos e glicerol (Sharma, et al., 2008). Essas reacdes apresentam vantagens
dando as enzimas potenciais biotecnoldgicos, como estabilidade em solventes
organicos, ndo requerimento de cofatores e ampla especificidade (Azeredo et al.,
2007).

Aspergillus candidus URM 5611 mostrou-se um grande produtor de lipases,
sendo selecionado para caracterizacdo enzimatica, mostrando-se uma nova espécie
dentro do género, como promissora para ser utilizada em processos biotecnoldgicos,
pois ndo ha relatos na literatura da utilizagdo dessa espécie para producdo de lipases
com aplicabilidade industrial. O tempo e 0 método de preservacdo nao interferiram na
producdo lipolitica, pois cultura com até cinco anos A. candidus URM 5611
apresentou melhor atividade lipolitica total (U/gss).

Os resultados obtidos na selecdo em meio s6lido demonstram que este método
ndo é um teste indicado para selecdo de culturas de Aspergillus produtoras ou ndo de
lipases, tendo em vista que todas as culturas sdo produtoras de lipases confirmadas na
selecdo em FES. Contudo, alguns autores demonstram a eficacia dessa metodologia
como critério de sele¢do para outras enzimas, como por exemplo proteases e outros
géneros (Colen et al., 2005; Azeredo et al., 2007).

Tabela 2. Atividade lipolitica total (U/gss) produzidas por culturas de Aspergillus,

utilizando como substratos farelo de licuri incubadas por 96 h.

URM Isolados pH SS(g) SFS(g) Umidade Ativ.Total
Final Final (U/gss)
5938 Aspergillus caespitosus 7,18 1,14 3,10 0,430 117,37
5910 A.awamori 742 1,30 3,18 0,350 99,08
5870 A.niveus 7,02 1,22 2,66 0,390 115,57
5838 A.niger 598 1,19 2,90 0,405 84,71
5829 A.variecolor 6,66 1,37 3,18 0,315 95,47
5827 A.melleus 6,43 1,18 2,56 0,410 112,88
5794 A flavus 6,53 1,17 3,35 0,415 163,25
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Cont...
URM Isolados pH SS(g) SFS(g) Umidade Ativ.Total
Final Final (U/gss)
5792 A.sclerotiorum 716 1,21 3,01 0,395 154,21
5787 A.parasiticus 6,38 092 298 0,540 110,00
5774 A.sydowii 6,98 1,02 292 0,490 94,90
5701 A.versicolor 6,82 1,14 3,07 0,430 143,33
5698 A.fumigatus 6,86 1,21 3,25 0,395 90,91
5620 A.japonicus 570 1,18 3,16 0,410 106,27
5615 A.stromatoides 6,32 0,99 3,50 0,505 128,28
5611 A.candidus 782 117 2,96 0,415 197,44
5609 A.ochraceus 6,69 1,10 2,43 0,450 128,73
5608 A.duricaulis 7,73 1,27 2,87 0,365 74,33
5606 A.terreus 6,79 1,27 3,07 0,365 81,89

SS = Substrato Seco ap6s 18h a 80°C; SFS= Substrato Filtrado Seco ap6s 18h a 80°C;
Ativ.= Atividade; U/gsu = Unidade por grama em substrato imido/ U/gss = Unidade
por grama em substrato seco.

Efeito e estabilidade ao pH

A maior atividade lipasica foi obtida em pH 2,5 (100%). A lipase de
Aspergillus candidus URM 5611 foi estavel na faixa de pH 2,5-9,0 com valores de
atividade acima de 65%, a estabilidade maxima foi detectada em pH 7,4 com 79% de
atividade residual. Estes resultados mostram que a lipase é estavel em uma ampla faixa
de pH (Figura 2).
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Figura 2 — Efeito (—e—) e estabilidade ( ) ao pH na atividade lipolitica em
Fermentacdo em Estado Sdélido (FES) produzida por Aspergillus candidus URM

5611apds 180 minutos de incubacdo com pH inicial variando de 2,5 a 9,0.
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Mahadik et al. (2002), obseram que lipases produzidas por Aspergillus niger
NCIM 1207 teve sua atividade maxima no pH 2,5, e Falony et al. (2006) mostraram a
estabilidade das lipases numa faixa de pH 2,0-10,0 por A. niger, corroborando com 0s
resultados nessse estudo.

Estudos de Pera et al. (2006), relatam que o pH O6timo de atividade de
Aspergillus niger esta em torno de 6,0. Cai et al. (2009) ao realizarem a purificacéo e
caracterizacdo parcial da lipase produzida por Geotrichum sp., observaram que a
enzima foi estavel entre pH 3,0-8,0. Lipases microbianas sdo mais estaveis na gama de
pH de 2 a 10,5, como relatado por muitos dos investigadores acima citados.
Resultados semelhantes foram relatados por outros lipases fangicas (Phillips, 1991,
Salleh et al., 1996).

Sabe-se que fatores como a origem e um mesmo organismo pode apresentar
isoformas, além das condi¢des do ensaio, tempo de incubacdo, pH, temperatura,
metodologia e o substrato utilizado, podem interferir diretamente nas propriedades

cinéticas e de estabilidade das enzimas (Carvalho et al., 2005).

Efeito e estabilidade a temperatura

O efeito da temperatura sobre a atividade da lipase demostrou que a atividade
relativa maxima foi obtida a 65 °C (100%) (Figura 4). A enzima mostrou-se estavel
em temperaturas de 30°C a 65 °C, com valores de atividade acima de 95%, a enzima
foi mais estavel a 60 e 65°C com 120% de atividade residual. Estes resultados

mostram que a lipase € estavel em uma ampla faixa de temperatura (Figura 3).
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Figura 3 — Efeito (——) e estabilidade ( ) da temperatura na atividade

lipolitica em FES por Aspergillus candidus URM 5611 ap6s 180 minutos de
incubagdo com temperatura inicial variando de 30 a 80°C em intervalos de
5°C.

Pastore et al. (2003) verificaram uma atividade 6tima da lipase de Rhizopus
préxima de 40°C. Em estudos realizados com Yarrowia lipolytica por Gongalves
(2007) foi verificado que as lipases produzidas apresentaram atividade 6tima em
temperatura de 30°C. Saxena et al. (2003) relatam que a temperatura 6tima da lipase
de Aspergillus carneus foi 37°C, diferindo dos resultados obtidos nesse estudo, uma
vez que a temperatura 6tima para a atividade de lipases produzidas por Aspergillus
candidus foi 65°C.

Macédo et al. (1997) e Carvalho et al. (2005) avaliaram as propriedades cinéticas
da lipases de G. candindum em extrato bruto, onde as enzimas apresentaram
estabilidade a 50°C. Maia et al. (2001) obtiveram uma temperatura de 35°C como a de
maior estabilidade para a lipase produzida por Fusarium solani em meio basal com
sais minerais, 0,5% de Gleos vegetais e 0,5% de trioleina como fonte de carbono em
120h a 28°C.

Em vista dos resultados obtidos para a estabilidade sob diferentes temperaturas
(Figura 5) para as lipases produzidas por fermentagdo em estado sélido de Aspergillus

candidus URM5611, observa-se uma termoestabilidade para as lipases incubadas por
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180 min em temperaturas entre 30° a 80° C em pH constante de 2,5 (tamp&o citrato
fosfato 0,5 M), mantendo sua atividade residual acima de 100%. Esta
termoestabilidade é importante para a aplicacédo de lipases na industria de detergentes.
Lipases termoestaveis tem sido isoladas de muitas fontes, incluindo Mucor pusillus,
Rhizopus homothallicus e Aspergillus terreus (Singh; Mukhopadhyay, 2012). Uma das
lipases mais estaveis isolada tem um méaximo de atividade a 60°C e matem pelo menos
90% da atividade apds 15 minutos a 60°C (Said; Pietro, 2004).

Conclusoes

Espécies de Aspergillus preservadas sob 6leo mineral mantém a viabilidade,
caracteristicas morfofisiologicas ap6s longos periodos de estocagem. A selecdo de
cultura de Aspergillus em meio sélido para deteccdo de lipases, utilizado Tween 20
como substrato, ndo é adequada para as espécies desse género. Em fermentagdo em
estado sélido todas as culturas apresentam atividade lipolitica utilizando residuo de
licuri como substrato de baixo custo. A atividade total das lipases produzidas variam
de 74,33 a 197,44 U/gss. Aspergillus candidus URM 5611 apresenta maior atividade
lipolitica, tendo uma atividade 6tima em pH 2,5 a 65°C e a enzima é estavel a uma
faixa de pH 2,5 a 8,8 e 30 a 65°C, sendo uma espécie promissora para trabalhos

posteriores.
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CAPITULO 2

PRODUCAO DE LIPASES POR ASPERGILLUS
CANDIDUS URM 5611 UTILIZANDO RESIDUO DE
BAIXO VALOR COMERCIAL

Trabalho submetido como Farias, C.M.M., Sousa, M. A,, Souza, O. C., Magalhées, O. M. C., Medeiros,
E. V., Moreira, K.A., Souza-Motta, C. M.. Producdo de lipases por Aspergillus candidus URM 5611
utilizando residuo de baixo valor comercial. Word Jornal Microbiology and Biotecnology.
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Resumo

As lipases vém conquistando uma faixa crescente do mercado de enzimas industriais,
pois o desenvolvimento de pesquisas com 0 uso de substratos de baixo custo para
obtencdo de enzimas tem sido uma alternativa para reduzir os custos de producao,
assim este trabalho objetivou verificar as melhores condicGes de producéo de lipases
em relacdo a temperatura, pH, concentracdo de indutor e umidade durante 96 horas
de producdo das lipases por Aspergillus candidus URM 5611 em residuo
agroindustrial como substrato. Para determinacdo das melhores condi¢Oes de
producdo foi realizado planejamento fatorial completo (2*) para avaliar os
parametros temperatura, pH, concentracdo do indutor e umidade. Com estes
resultados, conclui-se que o modelo quadratico proposto foi satisfatério para explicar
os efeitos alcancados com as combinacgBes das varidveis: temperatura, umidade

indutor e pH.

Palavras-chave: Aspergillus, processo fermentativo, residuo agroindustrial,
caracterizagdo lipolitica.

Introducéo

As enzimas de fontes microbianas recebem uma particular atencdo no mercado
mundial de bioprodutos devido a sua atual e potencial aplicacdo na industria,
principalmente na de detergentes, dleos e gorduras, fabrica de laticinios e nas
indUstrias farmacéuticas. As principais utilizacdes das lipases industriais sdo em
aditivos para lavagem, detergentes, industrias alimenticias (preparacdo de substitutos
do chocolate amargo e producdo de sabores especiais). Além disso, tem sido bastante
utilizada na fabricacdo de cosméticos (bronzeamento), em tratamentos de esgotos, e
em diversas reacdes de transesterificacdo de triglicerideos (Castro et al., 2004; Hasan
et al., 2006; Treichel et al., 2010).

As lipases (E.C.3.1.1.3, triacilglicerol acilhidrolases) sédo enzimas que ocupam
um lugar de destaque entre os biocatalisadores, e tem muitas aplicages, motivo esse
que faz crescer significativamente sua participacdo no mercado mundial de enzimas
industriais. Futuramente, essa classe enzimatica tera importancia industrial e comercial

comparavel as das peptidases, cuja venda entre as enzimas industriais, alcanga de 25%
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a 40% (Saxena et al., 2003; Hasan et al., 2006; Freire; Castilho, 2008; Cai et al., 2009;
Barros, Fleuri, Macedo, 2010; Ghasemi et al., 2011).

O potencial biotecnologico das lipases esta relacionado ao fato de que essas
enzimas catalisam ndo apenas as reacOes de hidrolise, mas também as reacdes de
esterificacdo e transesterificacdo, e mantem sua estrutura quimica e atividade em
diferentes solventes orgénicos, e, muitas vezes, ndo requerem a presenca de cofatores,
catalisam diversas reacGes em baixa temperatura e pressdo, possuem uma larga
especificidade pelo substrato e exibem alta enantiosseletividade (Tan et al., 2004; Reis
et al., 2009; Acikel, et al., 2010; Contesini et al., 2010). Podem ser comumente
encontradas na natureza e sdo obtidas a partir de fontes animais, vegetais e micro-
organismos. Numerosas espécies de fungos filamentosos sdo produtoras dessas
enzimas (Colen, 2006; Hasan et al., 2006; Vargas et al., 2008; Acikel et al., 2010;
Contesini et al., 2010).

O género Aspergillus € atualmente considerado como um dos maiores
produtores de substancias biotecnologicas, com diversas espécies encontradas na
natureza (Liu et al., 2006). Existem cerca de 837 (Hawksworth, 2011) espécies de
Aspergillus, comumente isolados do solo e de plantas em decomposigéo. Estes fungos
produzem um grande numero de enzimas extracelulares, muitas das quais s&o
aplicadas em varios ramos industriais (Guimardaes et al., 2007).

A fermentacdo em estado solido (FES) tem se tornado um grande atrativo para
producdo dessa enzima, como de outros produtos de alto valor agregado, devido a
utilizacdo de residuos agroindustriais, bem como a maior produtividade volumétrica
obtida (Mitchell, Berovic e Krieger, 2002; Ramachandran et al., 2007). Apesar das
vantagens inerentes a FES, essa tecnologia € ainda pouco utilizada para producéo de
lipases em grande escala. Tal fato deve-se a caréncia de estudos sistematicos em escala
de bancada, como, por exemplo, a definicdo de microrganismos produtores, de
substratos adequados e das condigdes de cultura (Holker; Lenz, 2005).

Neste estudo, objetivou-se verificar a producdo de lipase por Aspergillus
candidus URM 5611 por fermentacdo em estado solido utilizando residuo de baixo

custo.
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Metodologia

Micro-organismo

O micro-organismo usado foi Aspergillus candidus URM 5611, isolado de
torta de mamona, preservado sob 6leo mineral (Sherf, 1943) desde 2007 na Colecéo de
Culturas - Micoteca URM do Departamento de Micologia, Centro de Ciéncias

Biologicas, Universidade Federal de Pernambuco, Brasil.

Planejamento experimental para producao de lipases

Os parametros estuados foram: temperatura, umidade, indutor e pH, utilizando
um planejamento fatorial completo (2*) (Tabela 1). Foram realizados dezesseis
ensaios para 0 estudo da producdo de lipases e 4 pontos centrais, 0S quais
possibilitam a andlise do erro experimental. As analises estatisticas foram realizadas

utilizando o software Statistica 8 (Statsoft inc, 2008).

Tabela 1 - Niveis das variaveis do planejamento fatorial completo (2%) para a

producdo de lipases por Aspergillus candidus URM 5611.

Variaveis Inferior (-1) Central (0) Superior (+1)
Temperatura (°C) 25 32,5 40
Umidade 45 60 75
Indutor (mL) 0 1,5 3,0
pH 55 6.5 7.5

Fermentacdo em estado sélido (FES) para producao de lipase

O experimento foi realizado em duplicata utilizando frasco tipo Erlenmeyer de
250 mL, com 10 g de farelo de licuri, 6leo de oliva como indutor, umidade e pH
ajustados de acordo com o planejamento. Foram esterilizados a 120°C durante 15
minutos em autoclave, resfriados e inoculados com 1 mL da suspencédo de esporos na
concentracdo 5x10° esporos mL™ e incubados 30°C em estufa BOD (TECNAL) por
48, 72 e 96 horas (Sabu et al., 2005).
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Para obtencdo do extrato bruto, em 48, 72 e 96h, foram retirados trés frascos
para extracdo e dosagem da atividade enzimética. Em cada frasco foram adicionados
50 mL de &gua destilada esterilizada com 0,01% de Tween 80 e mantidos em agitador
rotativo (Shaker) (TECNAL) a 150 rpm durante 10 minutos. O substrato fermentado
foi submetido a filtragdo seriada usando gaze estéril e papel de filtro (CELAB 22,15
micra) com o auxilio de uma bomba a vécuo. Os filtrados foram distribuidos em tubos
Falcon de 50 mL e preservados em 4°C (Sabu et al., 2005).

Atividade enzimatica

A atividade enzimatica foi realizada pelo método titulométrico, utilizando 6leo
de oliva (10% m/v) como substrato para dosagem da enzima, o qual foi emulsionado
com goma arébica (5% p/v) em agua destilada. A 5 mL desta emuls&o foi adicionado a
1 mL do extrato enzimatico bruto, incubados por 1 hora a 37°C, posteriormente
titulados com uma solucdo de NaOH (0,05 M) segundo Watanabe et al. (1977). A
dosagem da atividade foi realizada utilizando fenolfitaleina como indicador e a média
aritmética dos valores foi utilizada para determinacdo do célculo da atividade
enzimatica. Uma unidade de atividade lipasica foi definida como a quantidade de
enzima que libera 1u mol de acido graxo por minuto nas condi¢cfes descritas acima

que pode ser determinada através da equacgdo segundo Leal (2002).

Resultados e discussao

Efeito das variaveis sobre a producéo de lipase

Aspergillus candidus URM 5611 utilizando 6leo de oliva como fonte de carbono
para producdo lipolitica obteve uma eficiente atividade lipolitica (AL), porém na
auséncia desse 0leo como indutor, houve aumento nesta producdo teve atividade
superior, sendo este selecionado para o estudo do efeito das variaveis independentes
temperatura, pH, umidade, indutor e producdo de lipases em fermentacdo em estado
solido a 48 h (Tabela 2).

A atividade méaxima de lipases produzida por A. candidus URM 5611 foi
122,692 U/gss no ensaio 12 e ocorreu nas seguintes condicOes: 48 h de fermentacao,
sem a adi¢éo de oleo de oliva, em pH 7,5, 75% de umidade a 40°C. Porém, no ensaio
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3, foi obtida uma atividade de 121,856 U/gss nas seguintes condi¢Oes: 48 h de
fermentagdo utilizando 0% de dleo de oliva, em pH 5,5, 75% de umidade a 25%
(Tabela 2). Esta ultima condicéo foi a mais adequada por apresentar maior producéo
de lipases nos parametros analisados e em temperatura ambiente (25°C), portanto a
andlise estatistica dos dados nesta temperatura foi selecionada para apresentacao e
discussao dos resultados.

Este valor (121,856 U/gss) foi maior que o relatado por Kempka et al. (2008), os
quais testaram um isolado de Penicillium verrucosum utilizando farelo de soja como
substrato a 27,5°C, com umidade de 55%, e uma atividade de 40 U/gss em 48 horas de
fermentacdo. Ul-Haqg, Idress e Rajoka (2002), obtiveram 48 U/gss de atividade
utilizando torta de améndoa como substrato, a 30°C durante 72 horas pelo fungo
Rhizopus oligosporus. No entanto, € menor que a atividade lipasica obtida por Mala et
al. (2007) que avaliaram a producéo de lipases por Aspergillus niger a 30°C, 62% de
umidade utilizando farelo de trigo e torta de gergelim como substratos, obtendo 384
U/gss em 72 horas de fermentacdo. Segundo Santos et al. (2012), maxima atividade
hidrolitica (71,88 U/gss) foi obtida pelo fungo A. niger quando utilizado farinha de
semente de abdbora contendo 30% de umidade e temperatura de 30°C em 120h de
fermentagdo. A interacdo entre a temperatura de fermentagdo e a umidade inicial do
residuo foi o parametro que mais influenciou o processo. A anélise de superficie de
resposta demonstrou que a producdo maxima de lipase pode ser obtida em condi¢cbes
de temperatura e umidade da farinha entre 28 e 34,5°C e 25 e 32,5% ou entre 32 e
40°C e 58 e 65%, respectivamente, demonstrando o potencial da farinha de semente de
abobora para obtencdo de lipase microbiana. Portanto, esses resultados mostram que
as caracteristicas fisicas e quimicas do substrato determinam a potencialidade na
producdo do composto de interesse e a associacdo de diferentes fontes de substratos

pode contribuir para a eficiéncia e viabilidade econdmica do processo.
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Tabela 2. Resultados do planejamento experimental para a produgdo lipolitica por

fermentacdo em estado solido de Aspergillus candidus URM 5611.

Variaveis Experimentais Atividade Total (U/gss)
Ensaios Temperatura Umidade Indutor PH 48h Toh %6h
(%) (%) (%)
1 25 45 0 55 77,667 39,554 25,553
2 40 45 0 55 73,906 35,443 31,839
3 25 75 0 55 121,856 57,139 43,842
4 40 75 0 55 112,710 38,046 43,208
5 25 45 3 55 45,786 20,534 20,463
6 40 45 3 55 45,031 21,568 18,945
7 25 75 3 55 90,732 34,335 34,614
8 40 75 3 55 77,049 32,169 27,155
9 25 45 0 7,5 71,333 26,639 24,325
10 40 45 0 7,5 79,389 27,617 26,932
11 25 75 0 7,5 87,925 51,149 46,527
12 40 75 0 7,5 122,692 60,343 69,183
13 25 45 3 7,5 45,752 21,173 19,591
14 40 45 3 7,5 54,217 20,035 23,139
15 25 75 3 7,5 85,366 39,143 30,788
16 40 75 3 7,5 85,950 35,082 31,694
17 32,5 60 1,5 6,5 67,176 38,758 37,102
18 32,5 60 1,5 6,5 74,923 34,995 33,532
19 32,5 60 1,5 6,5 76,615 46,856 43,685
20 32,5 60 1,5 6,5 86,818 42,674 43,311

O grafico de Pareto apresenta os efeitos estimados das varidveis (efeito principal
ou de primeira ordem) e das interacdes entre as variaveis (efeito de segunda ordem)
sobre as variaveis respostas (biomassa e atividade lipolitica), em ordem de magnitude.
O comprimento das barras é proporcional ao efeito padronizado da variavel. A linha
vertical pode ser usada para julgar os efeitos estatisticamente significantes, pois as
barras que se estendem através desta linha correspondem aos efeitos estatisticamente

significantes com nivel de confianca de 95% (Porto, 2008).
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Foram demonstrados efeitos significativos nas variaveis estudadas, assim como
as interagcOes entre essas (Figura 1). Observou-se que, em 48 horas de fermentacédo a
umidade apresentou efeito significativo positivo, enquanto o indutor apresentou efeito
significativo negativo, que representa que os maiores niveis de umidade e menores
niveis de indutor sdo melhores para a producdo de lipases. As demais variaveis em

estudo ndo foram significativas.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: AT 48h
27*(4-0) design; MS Pure Error=65,28504
DV: AT 48h

(2)Umidade
{3)indutor

1by4

3by4

1by3

2by4
(1)Temperatura
(4)pH

2by3

1by2 .0160619

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 1- Grafico de Pareto dos efeitos das interacBes quanto a resposta da

atividade lipolitica com 48h de cultivo.

Geralmente os lipidios promovem um aumento da producao de lipases (Mahadik
et al., 2002; Dominguez et al., 2003), entretanto, neste estudo a fonte lipidica acrescida
parece ter exercido um efeito inibitério na producdo da enzima. Uma situacao
semelhante foi observada por Vargas (2008) que avaliou a producédo de lipases por
Penicillium simplicissimum e verificou que a adicdo de diferentes 0leo a torta de soja
usada como substrato provocou uma diminuigdo da producdo de lipases, dando
indicativos de ocorréncia de inibicdo por excesso de substrato.

Foi possivel observar que os ensaios que tinham o indutor suplementando o
substrato tiveram, de um modo geral, atividades inferiores aos obtidos sem o indutor.

Isso demonstra que a fermentacdo utilizando apenas o farelo de licuri sem a adicdo do

60



Farias, C. M. M. —Producdo e Caracterizacdo de Lipases...

6leo de oliva seré o suficiente para ter uma boa producéo de lipases por A. candidus
URM 5611.

Segundo Mahanta et al. (2008) o teor de agua é um fator bastante significativo
nas propriedades fisicas do substrato. Elevado teor de agua causa a diminuicdo da
porosidade do substrato, diminuindo assim a troca de gases. Por outro lado baixo teor
de 4gua pode acarretar na diminuicéo do crescimento microbiano e consequente menor
producdo de enzima.

Inicialmente Dantas e Aquino (2010), avaliaram a influéncia do teor de agua dos
substratos, entre 35% e 65%, na producdo de lipase através da FES. Onde verificou-se
que houve maior producéo de lipase quando empregado cascas de abacate (10 U/gss) e
sementes de abobora (24 U/gss) com teor de dgua de 35% e torta de babacu (25 U/gss)
e borra de café (13 U/gss) com teor de agua de 45%. Quando utilizado torta de
mamona como substrato obteve-se méaxima atividade enzimética (19 U/gss) nos
residuos contendo teor de agua de 35% e 45%.

Contudo, os valores maximos de atividade enzimética obtidos nesse estudo
foram com 75% de umidade no farelo de licuri (121,856 U/gss e 122,692 U/gss), uma
vez que sua influéncia foi significativa positivamente. Sendo assim, quanto maior a
umidade no meio utilizando farelo de licuri para producdo de lipases por A. candidus
URM 5611 maior sera a producdo.

A umidade em niveis muito baixos prejudica o transporte de nutrientes e toxinas
através da membrana e pode causar a perda das propriedades funcionais de enzimas da
cadeia metabolica celular (Gervais e Molin, 2003).

Esta relacdo é compreendida melhor observando o grafico quadrado (Figura 2).
Nesse podemos verificar que os maiores valores de efeito encontram-se na sua base,
ou seja, correspondem a umidade, mas este efeito € opostos em relacdo a
concentragdes de indutor.

As melhores condic¢Bes de producdo de enzimas com atividade lipolitica podem

ser obtidas sem adigéo de indutor e uma maior umidade no meio de fermentacéo.
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Predicted Means for Variable: AT 48h
2**(4-0) design; MS Pure Error=65,28504
Model includes: Main effects, 2-way inter.

(95,% confidence intervals are shown in parentheses)

3 47,006 (3#4?,59,54) 84,084 (?%55,96,62)
8
]
el
£

0 74,883 (6835,8?,41) 110,605 (9%0?,123,14)

45 75
Umidade

Figura 2 — Grafico quadrado das variaveis (indutor e umidade) tendo como

variavel resposta a atividade lipolitica.

Analisando os custos da fermentacao, este resultado é muito interessante quando
se projeta um processo em escala industrial, pois € mais vantajosa para a industria a
producdo de enzimas lipoliticas utilizando substratos de baixo custo, por isso é
interessante a condi¢do na qual ndo se utiliza indutor, apresentado valores de atividade
lipolitica superior aos ensaios que utilizava indutor (Tabela 2). Resultados semelhantes
foram observados por Pinheiro (2006) o qual conclui que apesar do meio industrial
apresentar uma menor producdo em relacdo ao meio sintético, deve-se levar em
consideragcdo 0 baixo custo, mesmo que haja a necessidade de aumentar as
concentragdes dos substratos.

As melhores condi¢des de producdo de enzimas lipoliticas correspondem aos
ensaios 3 (121,856 U/gss) e 12 (122,692 U/gss), os quais representam as condig¢des
opostas discutidas anteriormente, sendo a condi¢do sem o extrato de levedura melhor
para o uso industrial. Pode-se observar que ocorreu producéo de lipases em todas as
condigdes estudadas, o que demonstra o grande potencial do A. candidus URM 5611

para producéo de lipases.
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Conclusodes

Com base nos ensaios experimentais, as melhores condi¢Ges de producdo das
lipases por A. candidus URM 5611 sdo 0% de indutor dleo de oliva, pH 5,5 ou 7,5,
75% de umidade a 25 ou 40°C, por 48 h de fermentag&o.

As variaveis umidade e indutor foram que mais afetam a producdo de lipase
por A. candidus URM 5611. Pode-se concluir que para se maximizar a producéo de
lipase por A. candidus URM 5611 utilizando farelo de licuri como substrato deve-se
trabalhar com maior umidade sem a necessidade de indutor no meio.

Com estes resultados, conclui-se que o modelo quadratico proposto foi
satisfatorio para explicar os efeitos alcancados com as combinacBes das variaveis:

temperatura, umidade, indutor e pH.
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5. CONSIDERACOES GERAIS

e Espécies de Aspergillus preservadas sob 6leo mineral em cole¢Bes de culturas
mostrou-se adequada por ndo afetar a viabilidade e as caracteristicas
morfoldgicas e fisioldgicas das culturas apos periodos de estocagem.

e A selecdo de culturas de Aspergillus quanto a atividade lipolitica em meio
solido utilizando Tween 20 como substrato, ndo € eficiente para as espécies de
Aspergillus.

e Em fermentacdo em estado soOlido, espécies de Aspergillus apresentaram
atividade lipolitica utilizando residuo de licuri como substrato, sendo esse um
substrato economicamente viavel.

e A. candidus URM5611 e A. sclerotiorum URMS5792 sdo indicados para
determinacdo das melhores condicGes de producédo de lipases utilizando farelo
de licuri como substrato.

e A. candidus URM5611 apresenta a maior atividade lipolitica total de 197,44
U/gss, sendo selecionada para determinacdo de condicdes de producdo e
caracterizacdo parcial da enzima.

e As melhores condigdes de producdo das lipases por A. candidus URM5611 séo
0% de indutor 6leo de oliva, pH 5,5 ou 7,5, 75% de umidade a 25 ou 40°C, por
48 h de fermentagéo.

e As variaveis, concentracdo de indutor e teor de umidade mostraram efeito
significativo sobre a producdo de enzimas lipoliticas e o planejamento fatorial
foi uma eficiente ferramenta para a determinacao para as melhores condic6es
de cultivo para a producdo destas enzimas

e Aspergillus candidus apresenta maior atividade lipolitica de 197,44 U/gss,
tendo uma atividade 6tima em pH 2,5 a 65°C e a enzima foi estdvel em um
faixa de pH 2,5 a 9,0 a 30 a 80°C sendo uma espécie promissora para trabalhos
posteriores.

e O farelo de licuri apresenta grande potencial como substrato, possibilitando o
bom desenvolvimento quanto a producgéo de lipases, uma vez que os resultados
obtidos neste trabalho mostraram ndo haver necessidade de utilizacdo de
indutores, o que pode levar a uma consideravel economia de matérias-primas

no processo industrial.
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