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RESUMO

A atual demanda por produtos alternativos que substituam os
combustiveis fdsseis, causadores de alto impacto ambiental negativo, tem
fomentado pesquisas em diferentes dreas como o emprego de lipases
microbianas como biocatalisadores no setor de energia. Como mais uma forma
de busca por tecnologias limpas, ha também interesse no aproveitamento de
residuos agroindustriais. Nessa vertente, o Brasil como grande produtor
agricola se destaca na geracao de subprodutos como o baga¢o de cana-de-
acucar. Uma alternativa mais ecolégica para atender a essa demanda é a
producdo de biodiesel, produzido a partir da transesterificacdao de triglicerideos
de origem animal ou vegetal, tendo como caracteristicas ndo ser tdxico, ser
biodegraddvel e fonte renovdvel de energia. As lipases sdo enzimas que
aceleram reacbes de hidrdlise e sintese, podendo ser obtidas de
microorganismos por meio de processos de fermentacdo em estado sélido,
porém com alta demanda de recursos financeiros para sua produc¢do. Hoje em
dia, o que estd em alta na industria de tecnologia com enzimas é a utilizacdo de
residuos agroindustriais e processos de imobilizacdo com o intuito de diminuir
os gastos em sua producdo, um dos gargalos para seu uso mais amplo. Neste
trabalho foi analisada a viabilidade do uso do bagaco de cana-de-agucar
misturado a farelos de soja ou trigo como meios de cultivo em fermentacao
semi-sélida, assim como a melhor concentracdo de umidade para o
desenvolvimento de lipases pelo microorganismos estudados. Foi testada
também a viabilidade de imobilizacdo das lipases produzidas em suporte de

celite.

Palavras-chave: Bagaco de cana-de-acucar; Biodiesel, Fermentacdo em estado
solido; Lipases fungicas.



1. INTRODUCAO

As fontes energéticas de um pais tem papel fundamental em sua
economia, principalmente nas dreas industrial e agricola, considerando a
relagdo intrinseca entre crescimento econémico e demanda por transporte
(PAIVA, 2010). A dependéncia mundial por combustiveis fosseis como
principal fonte de energia ainda é muito forte e as limita¢cdes dessa fonte
estdo cada vez mais em evidéncia, como sua atual escassez e esgotamento
proximo, demanda maior que producdo, grande aumento de precos e
poluicdo causada por seu uso. Como uma alternativa mais ecoldgica para
atender a essa demanda tem-se a producdo de biodiesel, composto de
alquil ésteres de acidos carboxilicos de cadeia longa, produzido a partir da
transesterificagdo e/ou esterificacio de acidos graxos de gorduras de

origem vegetal ou animal (ANP - Lei n2 11.097, Art. 29).

O setor de transportes é um dos maiores emissores de gases do efeito
estufa (GEE) (PEZZO e AMARAL, 2007). O biodiesel pode substituir total ou
parcialmente o 6leo diesel, derivado de petréleo, largamente usado em
motores de maquinas de grande porte que demandam uma poténcia maior,
como caminhdes, tratores, Onibus e as utilizadas na construcdo civil e
mineragao, que s3ao essenciais para o transporte e desenvolvimento da
economia de muitos paises (PAIVA, 2010). Se baseado no consumo da
producdo interna de cada pais, o mercado de biocombustiveis ainda é
pequeno, esperando-se que este mercado se consolide a longo prazo. O
consumo na América Latina, entretanto, tem potencial de crescimento,
principalmente nesta época em que a distribuicdo de fontes fdsseis estd

instavel.

As principais criticas hoje a producdo de biocombustiveis sdo quanto ao
seu baixo rendimento energético em relacdo aos combustiveis fésseis, a
competicdo por fatores de producdo com alimentos, tais como terra e agua,

e comprometimento de ecossistemas (PEZZO, 2012). Por motivos


http://nxt.anp.gov.br/nxt/gateway.dll?f=id$id=Lei%2011.097%20-%202005

econdbmicos e ecoldgicos, a obtencdo de biocombustiveis advindos de
biomassa vem aumentando seu espaco na area da tecnologia

(STAMENKOVIC, 2011).

A matéria-prima trigliceridea, importante fonte de lipideos, pode ser
obtida de dleos vegetais ou de gordura animal, o que garante as maiores
vantagens do biodiesel: ser biodegraddvel e renovavel. O termo
biodegraddvel deve-se ao fato de ser constituido de carbono neutro, sua
obtencdo e queima ndo contribuem para o aumento das emissdes
de CO; na atmosfera, igualando assim o balango de massa entre emissdo de
gases dos veiculos e absor¢cdo dos mesmos pelas plantas produtoras dos
6leos. Os combustiveis fdsseis geram um aumento na concentracao
atmosférica dos gases causadores do efeito estufa, chuva acida e da
reducdo da camada de ozbnio, o que contrapde a biodegradabilidade
(DANTAS, 2011). O termo renovavel sugere como a produgdo do
biocombustivel ndo leva milhares de anos como os combustiveis fésseis,
além do déleo usado na producdo pode ser um residuo agroindustrial e sua
utilizagao reduzir a emissdao de didxido de carbono em cerca de 70%,
guando comparado ao éleo diesel convencional. No Brasil, as vantagens vao
além de uma fonte de energia sustentdvel: seu uso traz perspectivas de

reducdo nas importacoes de combustiveis fosseis ou ndo (BARBOSA, 2009).

Durante a producdo de biodiesel é necessario um catalisador para a
reacao quimica acontecer de maneira mais rapida e eficiente. Pode ser um
acido, uma base ou uma enzima de origem microbiana. A catalise acida (o
acido mais usado como catalisador é o sulfurico) apresenta uma cinética
muito lenta de reacdo, comparado ao uso de catalisadores basicos. Outra
desvantagem de seu uso esta na necessidade da remocgdo do acido apés a
transesterificagdo, pois sua presenga poderia causar danos aos motores dos
veiculos. Ja a catdlise bdsica é mais rdpida e proporciona grandes
rendimentos, na maioria das vezes superior a 90%. No entanto, bases

possuem grande sensibilidade a presenca de agua e acidos graxos livres no


http://pt.wikipedia.org/wiki/G%C3%A1s_carb%C3%B4nico

meio reacional, afetando o rendimento da reacdo e causando

saponificagdo, comprometendo assim a qualidade do produto final.

As enzimas que promovem catalise, principalmente lipases, apresentam
vantagem por elevarem consideravelmente a velocidade das reagdes,
necessitarem de condigdes mais brandas de meio reacional, serem
compativeis com os substratos sintéticos e em alguns casos, catalisarem
reacoes de sintese e degradagao, podendo apresentar seletividade quanto
ao tipo de reacdo (MESSIAS et al, 2011). S3o menos sensiveis a presenca de
agua, ndo formando géis ou sabdes, é possivel recuperar as enzimas para
serem utilizadas em novas reagdes quando imobilizadas, pois se separam
facilmente do biodiesel. A origem microbiana é ambientalmente mais
atrativa pois minimiza residuos gerados no processo, as enzimas podem ser
produzidas macicamente e sdo mais estaveis, com grande diversidade em

suas propriedades de catalise e especificidade com substratos.

Apesar do grande interesse em se utilizar enzimas, suas desvantagens
estdo relacionadas ao seu alto custo e a dificuldade em controlar o
processo. O uso de residuos agroindustriais como meio de cultivo dos
microorganismos produtores dessas enzimas vem aumentando por ser
ambientalmente vidvel e diminuir os gastos de processos que os utilizam

(SALIHU, 2011).

Ja a imobilizacdo de enzimas em suportes insolUveis mostra grande
eficiéncia em fornecer maior estabilidade e carga enzimatica no reator,
proporcionando atividade superior as enzimas quando comparadas as
livres, devido a maior disponibilidade dos sitios ativos das enzimas quando
confinadas nos poros do sdlido, uma vez que durante as reag¢des pode
ocorrer a formacao de agregados, comprometendo os sitios. A imobilizacao
também deixa a tecnologia com enzimas mais acessivel e mais ecoldgica,

pois prolonga a vida util do biocatalisador, possibilitando uma recuperagao
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facilitada e reutilizacdo das enzimas em varios lotes da producdo de

interesse (CASTIGLIONI, 2009).

As enzimas com maior potencial para serem usadas durante o processo
do biodiesel sdo as lipases (triglicerol acil-hidrolases, EC 3.1.1.3), que atuam
sobre ligagGes éster presentes em acilglicerdis, liberando acidos graxos e
glicerol. S3o um grupo de grande importancia por sua habilidade Unica de
hidrolisar as ligagGes éster de dacidos graxos em ambientes aquosos e
sintetiza-las em meio ndo aquoso. O biocombustivel em questdo pode ser
produzido por alcodlise ou hidrélise seguida de esterificagdo utilizando
lipases. Um numero consideravel de lipases bacterianas e fungicas tem sido
produzido comercialmente, sendo a ultima mais pratica porque fungos
produzem enzimas extracelulares, que sdao mais faceis de recuperar a partir

do caldo de fermentagao (DHEEMAN et al., 2011).

O presente trabalho visou a produgdo de lipases utilizando residuos
agroindustriais e diferentes condi¢cdes de umidade para o cultivo e estudo

da imobilizacdo das enzimas em celite.
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. OBJETIVOS

Avaliagdo da combinagdo de bagaco de cana-de-aglcar com farelo de
trigo ou soja como substrato do processo fermentativo para a producgdo de
lipases fungicas;

Avaliacdo do teor de umidade na producdo de lipases flngicas;

Verificacdo do rendimento de producado enzimatica;

Estudo da viabilidade de imobilizagao com celite das lipases produzidas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Microorganismos

O Laboratério de Microorganismos do Departamento de Quimica e
Bioquimica do Instituto de Biociéncias de Botucatu da UNESP possui 175
isolados fungicos obtidos de amostras de vegetais e frutas em decomposicao,
flores, rejeitos e residuos industriais e agricolas, solos, aguas marinhas e
termais e de produtos industrializados. Destes 175 fungos, foram selecionados
os trés que apresentaram maior atividade de lipase em experimentos prévios,
codificados como 01, 110 e 129. Os microorganismos foram conservados em meio
PDA (Potato Dextrose Agar) a 4°C sob camada de vaselina esterilizada e

repicados a cada trés meses de armazenamento.

3.2. Producao de lipases flingicas

A producao de lipases pelos fungos isolados e selecionados (trés no total
e codificados como 01, 110 e 129) foi realizada através de Fermentacdao em
Estado Sdlido (FES), utilizando como substrato combinacdes de farelo de trigo,
farelo de soja e bagac¢o de cana-de-agucar, como descrito por Fleuri e Macedo
(2009). Para producdo foi utilizado 10g da combinacdo de substratos
umedecidos com diferentes quantidades de agua, conforme planejamento
experimental. Os frascos Erlenmeyers de 250mL contendo 10g do meio de
cultura foram esterilizados por 40 minutos a temperatura de 121°C, a 1latm de
pressdo, e posteriormente inoculados com 1mL de suspensdo de esporos,
preparada com agua destilada esterilizada e com esporos da cultura de 96
horas de crescimento em meio inclinado PDA. Os frascos foram incubados a
30°C por 96 horas. Apds a incubacdo, foram adicionados 50mL de agua
destilada em cada frasco. Os meios de cultura foram homogeneizados com
bastdo de vidro e apds permanecerem em repouso por 30 minutos com

agitacao ocasional, foram filtrados em gaze e coletados em recipiente Unico. O
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filtrado foi considerado fonte de enzimas e denominado de extrato enzimatico
bruto, sendo a atividade de lipase determinada como descrito no item 3.4. A
combinagao de substrato e umidade foi realizada como descrito a seguir,
através de planejamento experimental. Nesta etapa foram selecionados os

fungos e o substrato mais promissores quanto a producao de lipases.

3.3. Planejamento experimental para a produgao de lipases fungicas

Foi avaliada a combinacdo de farelo de trigo, farelo de soja e bagaco de
cana-de-agucar, totalizando 10g da mistura. Foi também avaliado a umidade
(40, 80 e 120%) do meio de cultivo. Foi realizado um total de sete ensaios para
o estudo de producdo da enzima, tratando-se de um planejamento fatorial 2"
com trés pontos centrais, onde n é o niumero de varidveis independentes,
conforme metodologia descrita por Neto et al. (2001). O experimento decorreu
por 96h, periodo este em que foi obtido o filtrado (fonte de enzimas) como
descrito no item acima. A analise estatistica dos resultados foi realizada através

do programa computacional Statistica 6.0, utilizando o Experimental Design.

As varidveis independentes e seus respectivos niveis e valores reais do

planejamento fatorial estdo ilustrados na Tabela 1.

Tabela 1. Varidveis independentes, niveis e valores reais utilizadas no planejamento
fatorial para o estudo da producdo de lipase pelos fungos 01, 110 e 129.

Variaveis -1 0 +1
Substratos 2,5g FSou FT +7,5g BC 5,0g FSou FT +5,0g BC 7,5g FSou FT +2,5g BC
Umidade 4,0mL (40%) 8,0mL (80%) 12,0mL (120%)

Sendo: FS= farelo de soja; FT= farelo de trigo e BC= bagaco de cana-de-agucar.
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3.4. Determinagao da atividade de lipase

A atividade de lipase foi determinada em um sistema composto por 5mL
de emulsdo de dleo de oliva extra virgem e goma arabica 7% na proporgao de
25% de 6leo para 75% de goma; 2mL de solucdo-tampao fosfato 0,01M, pH 7,0
e 2mL de soluc¢do enzimatica. O sistema foi incubado a 40°C por 30 minutos em
banho termostatizado com agitacdo de 130 oscilagdes por minuto. A reacao foi
paralisada com a adi¢do de 15mL de solugdo acetona:etanol (1:1, v/v) e os
acidos graxos liberados titulados contra solugdo de NaOH 0,05mol/L, utilizando
fenolftaleina como indicador (Macedo et al., 1997; Lopes et al., 2011). Uma
unidade de atividade de lipase foi definida como a quantidade de lipase
necessdaria para liberar 1umol de 3acido graxo por minuto, nas condigdes de

ensaio.

3.5. Imobilizagao das lipases

Apds a determinacdo da atividade enzimdtica, foram selecionados o
fungo, os meios de cultivo e as condi¢cdes de umidade para o prosseguimento
do estudo de imobilizagdo. Foi selecionado o fungo 01 nas seguintes condi¢des:
7,5g de farelo de trigo + 2,5g bagaco de cana-de-acucar + 4mL de dgua; 7,5g de
farelo de soja + 2,5g bagaco de cana-de-agucar + 4mL de agua; 5,0g de farelo de
soja + 5,0g de bagaco de cana-de-acucar + 4mL de agua. As lipases foram
produzidas nos meios descritos acima em larga escala, para posterior

liofilizagao.

A uma suspens3o de 50mg de enzima/mL em 5mL de 4gua destilada foi
adicionado 500mg do suporte celite (545) (Sigma-Aldrich) para a imobilizacao.
A suspensdo com o suporte foi colocada em agitador magnético por 1 hora a
0°C, seguido de filtracdo em papel de filtro Whatman n°1 e trés lavagens com
dgua destilada a 10°C. As dguas de filtragem foram reservadas e o residuo do
papel de filtro foi colocado em tubo de ensaio com 7mL de solugdao-tampao

fosfato com concentracdo de 0,1M em pH 7,4, ambos mantidos em geladeira.
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A atividade enzimatica dos produtos da imobilizacdo (residuo do papel

de filtro e 4gua de filtragem) foi realizada como descrito anteriormente.
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4. RESULTADOS

4.1. Produgado de lipases

Foi realizado um planejamento experimental para verificar a influéncia
da combinacao dos residuos farelo de soja, farelo de trigo e do bagaco de cana-
de-agucar, bem como a umidade da mistura de residuos a 40, 80 e 120% no

processo de producdo de lipase por fermentacdo em estado sdlido.

Os resultados da Tabela 2 indicam que a linhagem fungica 01 cultivada
em farelo de soja + bagaco de cana-de-agucar, farelo de trigo + bagaco de cana-
de-agucar e a linhagem 129 cultivada em farelo de soja + bagaco de cana-de-
aclcar apresentaram as maiores atividades de lipases, sendo esses dados
computados na planilha de planejamento experimental (Tabela 3) e analisados
para a obtencdo de curvas de contorno. O fungo 110 apresentou atividades de

lipase irrisérias neste estudo.
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Tabela 2. Atividade de lipase (U/mL) dos extratos obtidos por meio de processo
fermentativo utilizando o fungo 01, 110 e 129 em diferentes combinacdes de residuos

e umidade.
. L . Umidade (%)

Fungo | Ensaios Combinacao de residuos 20 20 120
01 1 7,5FT +2,5BC 10,82 8,5 9,23
2 5,0 FT +5,0 BC 6,05 5,3 1,15

3 2,5FT+7,5BC 3,5 3,71 0
4 7,5FS+2,5BC 11,35 4,88 0,53
5 5,0 FS +5,0 BC 10,4 5,62 0,95

6 2,5FS+7,5BC 4,14 0,53 0
110 1 7,5 FT+2,5BC 1,91 1,8 0,95
2 5,0 FT + 5,0 BC 1,17 1,5 2,12
3 2,5FT+7,5BC 1,17 0,53 0,53
4 7,5 FS+2,5BC 1,6 1,16 1,7
5 5,0 FS+5,0 BC 2,55 1,8 0,74
6 2,5FS+7,5BC 1,5 0,74 0,53
129 1 7,5 FT+2,5BC 6,6 5,41 4,45
2 5,0 FT +5,0 BC 4,03 5,2 4,45
3 2,5FT+7,5BC 1,91 3,07 3,6
4 7,5FS+2,5BC 10,1 4,14 6,8
5 5,0 FS+5,0 BC 4,14 5,73 5,73
6 2,5FS+7,5BC 5,3 2,44 2,76

Sendo: FS=farelo de soja; FT= farelo de trigo e BC= bagaco de cana-de-agucar.

Tabela 3. Estudo da combinacdo de substratos e da umidade na producdo de lipases
pelos fungos 01 e 129 apds 96 horas de fermentacdao em estado sdlido, utilizando
planejamento experimental.

U/mL de lipase U/mL de lipase U/mL de lipase

Ensaios Substratos Umidade
(01 FT + BC) (01 FS + BC) (129 FS + BC)
1 -1 -1 3,5 4,14 5,3
2 +1 -1 10,82 11,35 10,1
3 -1 +1 0 0 2,76
4 +1 +1 9,23 4,88 6,8
5 0 0 5,09 4,46 5,52
6 0 0 5,52 6,79 5,95
7 0 0 5,3 5,62 5,73

Sendo: FS= farelo de soja; FT= farelo de trigo e BC= bagaco de cana-de-agucar.
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4.1.1. Producao de lipases pelo fungo 01 em farelo de trigo e bagago de

cana-de-agucar

Analisando os valores de atividades de lipase obtidos do extrato do
fungo 01 (Tabela 3, quarta coluna), verifica-se uma maior atividade de lipase no
ensaio dois, em que se utilizou 7,5g de FT + 2,5g BC e 40% de umidade,

possibilitando uma atividade 10,82U/mL.

Tabela 4. Estimativa dos efeitos das varidveis independentes (substratos e umidade)
na producao de lipase pelo fungo 01 por fermentacdo em estado sdlido.

Limite de Limite de

Desvio Confianca Confianca
Parametros Efeito t(2) P
Padrdo (-95%) (+95%)
Média* 5,63714 0,081270 69,3634 0,000208 5,28747 5,98682
(1) Substratos* 8,27500 0,215019 38,4849 0,000674  7,34985 9,20015
(2)Umidade* -2,54500 0,215019 -11,8361 0,007063 -3,47015 -1,61985
1x2* 0,95500 0,215019 4,4415 0,047138 0,02985 1,88015

*Parametros estatisticamente significativos.

A Tabela 4 apresenta o efeito das varidveis (substratos e umidade) na
producdo de lipase pelo fungo 01. Todos os pardmetros estudados foram
considerados estatisticamente significativos a 95% de confianga (p<0,05). A
combinacdo de substratos apresentou o maior efeito na producdo da enzima
(efeito positivo) seguido pela interacdo das varidveis. Dessa forma, quanto
maior o conteudo de farelo de trigo e menor de bagaco, maior a resposta. A
umidade apresentou efeito negativo, portanto quanto menor o conteudo de

agua, maior a producao de lipase pelo fungo em questao.
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Tabela 5. Coeficiente de regressdo, desvio padrdo e limites de confianca das varidveis
independentes (substratos e umidade) na producdo de lipase pelo fungo 01 por
fermentacdo em estado sdlido.

Limite de Limite de

Coeficiente Desvio Confianga Confianca
Parametros
de Regressao Padrao (-95%) (+95%)
Média 5,63714 0,081270 528747 5986818
(1)Substratos 4,13750 0,107510 3,67492 4,600077
(2)Umidade -1,27250 0,107510 -1,73508 -0,809923
1x2 0,47750 0,107510 0,01492 0,940077

*Parametros estatisticamente significativos.

A validade do modelo foi verificada pela Andlise de Variancia (Anova)
apresentada na Tabela 6. O coeficiente de correlagdo obtido foi de 0,99. O valor
do teste F calculado foi comparado ao valor do F tabelado para a distribuicao
de F a 95% de nivel de confianca com os respectivos graus de liberdade. O F
calculado (regressdo/residuos) para a producgéo de lipase pelo fungo 01 foi doze
vezes maior que o F tabelado, indicando que o modelo de primeira ordem é
estatisticamente significativo e preditivo e descreve as respostas em funcao das

variaveis analisadas.

Tabela 6. Analise de varidncia no estudo do efeito das varidveis independentes
(substratos e umidade) na producdo de lipase pelo fungo 01 por fermentagdo em
estado sdlido.

Fonte de Soma Graus de Média
Teste Fcal
Variacdo Quadratica Liberdade Quadrética
Regressao 75,86496 3 25,28832 112,03074
Residuos 0,67718 3 0,2257266
Falta de Ajuste 0,58471 2
Erro Puro 0,09247 1
Total 76,54214 6

Coeficiente de correlagdo: R*: 0,99.
Ftab 9533 = 9,276628.
Fcal/Ftab = 12,07.
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A partir da validagdo dos parametros de estudo, obteve-se o modelo
linear, a partir da Tabela 5, que representa o comportamento da atividade
enzimdtica e que descreve a curva de contorno (Figura 1) da producéao de lipase
pelo fungo 01.

Equagdo 1: 5,63 + 4,13 x substratos — 1,27 x umidade + 0,47 x

substratos x umidade

1,2
1,0
0,8
0,6
0,4
0,2

0,0

Umidade (%)

-0,2
-0,4
-0,6
-0,8

-1,0

ON DO PR

-1,2

-1,2 10 -08 -06 -04 -0,2 00 02 04 06 08 1,0 l,ZU/

3

L de lipase
Substratos

Figura 1. Curva de contorno da producdo de lipase pelo fungo 01 em farelo de trigo e

bagaco de cana-de-acgucar (valores codificados).
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4.1.2. Produgao de lipases pelo fungo 01 em farelo de soja e bagaco de

cana-de-agucar

Analisando os valores de atividades de lipase obtidos do extrato do
fungo 01 (Tabela 3, quinta coluna), verifica-se também uma maior atividade de
lipase no ensaio dois, em que se utilizou 7,5g de FS + 2,5g BC e 40% de

umidade, possibilitando uma atividade 11,35U/mL.

Tabela 7. Estimativa dos efeitos das varidveis independentes (substratos e umidade)
na producao de lipase pelo fungo 01 por fermentacdo em estado sdlido.

Limite de Limite de

Desvio Confianca Confianca
Parametros Efeito t(2) P
Padrdo (-95%) (+95%)
Média* 532000 0,440330 12,08185 0,006781 3,4254 7,21459
(1) Substratos* 6,04500 1,165004 5,18883  0,035193 1,0324 11,05761
(2)Umidade* -5,30500 1,165004 -4,55363 0,044996 -10,3176  -0,29239
1x2 -1,16500 1,165004 -1,00000 0,422651 -6,1776  3,84761

*Parametros estatisticamente significativos.

A Tabela 7 apresenta o efeito das varidveis (substratos e umidade) na
producado de lipase pelo fungo 01. Os parametros substratos e umidade foram
considerados estatisticamente significativos a 95% de confianga (p<0,05). A
combinacdo de substratos apresentou o maior efeito na producdo da enzima
(efeito positivo). Dessa forma, quanto maior o contelido de farelo de soja e
menor de bagaco, maior a resposta. A umidade apresentou efeito negativo,
portanto quanto menor o conteldo de agua, maior a producgao de lipase pelo
fungo em questdo. A interacdo entre os pardmetros estudados ndo foi

significativo a 95% de confianga, sendo excluida do modelo.



22

Tabela 8. Coeficiente de regressdo, desvio padrdo e limites de confianca das varidveis
independentes (substratos e umidade) na producdo de lipase pelo fungo 01 por

fermentacdo em estado sdlido.

Limite de Limite de
Coeficiente Desvio Confianga Confianca
Parametros
de Regressao Padrao (-95%) (+95%)
Média 5,32000 0,440330 3,42541 7,214587
(1)Substratos 3,02250 0,582502 0,51620 5,528803
(2)Umidade -2,65250 0,582502 -5,15880  -0,146197

*Parametros estatisticamente significativos.

A validade do modelo foi verificada pela Andlise de Variancia (Anova)

apresentada na Tabela 6. Os coeficientes de regressdao ndo estatisticamente

significativos a 95% de nivel de confianga foram excluidos do modelo, sendo

incorporados no residuo total. O coeficiente de correlagdo obtido foi de 0,93. O

valor do teste F calculado foi comparado ao valor do F tabelado para a

distribuicdo de F a 95% de nivel de confianga com os respectivos graus de

liberdade. O F calculado (regressdo/residuos) para a producdo de lipase pelo

fungo 01 foi quatro vezes maior que o F tabelado, indicando que o modelo de

primeira ordem é estatisticamente significativo e preditivo e descreve as

respostas em funcdo das varidveis analisadas.

Tabela 9. Andlise de varidncia no estudo do efeito das varidveis independentes

(substratos e umidade) na producdo de lipase pelo fungo 01 por fermentacdo em

estado soélido.

Fonte de Soma Graus de Média
Teste Fcal
Variacdo Quadratica Liberdade Quadrética
Regressao 64,68504 2 32,34252 28,40327
Residuos 4,55476 4 1,13869
Falta de Ajuste 2,71447 2
Erro Puro 1,84029 2
Total 69,23980 6
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Coeficiente de correlagdo: R%: 0,93.
Ftab 0,95;2;4 = 6,944272.

Fcal/Ftab = 4,09.

A partir da validacdo dos parametros de estudo, obteve-se o modelo
linear, a partir da Tabela 8, que representa o comportamento da atividade
enzimdatica e que descreve a curva de contorno (Figura 2) da producdo de lipase

pelo fungo 01.

Equagdo 2: 5,32 + 3,02 x substratos — 2,65 x umidade

Umidade (%)

N

o

ON PO O®OEPRP

-1,2

-1,2 -1,0 -0,8 -06 -04 -0,2 00 02 04 06 08 1,0 1,2 .
U/mL de lipase

Substratos

Figura 2. Curva de contorno da producdo de lipase pelo fungo 01 em farelo de soja e

bagac¢o de cana-de-agucar (valores codificados).



24

4.1.3 Produgao de lipases pelo fungo 129 em farelo de soja e bagaco de

cana-de-agucar

Analisando os valores de atividades de lipase obtidos do extrato do
fungo 129 (Tabela 3, sexta coluna), verifica-se também uma maior atividade de
lipase no ensaio dois em que se utilizou 7,5g de FS + 2,5g BC e 40% de umidade,

possibilitando uma atividade 10,1U/mL.

Tabela 10. Estimativa dos efeitos das varidveis independentes (substratos e umidade)
na producao de lipase pelo fungo 129 por fermentacdo em estado sélido.

Limite de  Limite de

Desvio Confianga Confianca
Parametros Efeito t(2) P
Padrdo (-95%) (+95%)
Média* 6,02286 0,081270 74,1095 0,000182 5,67318  6,37253
(1) Substratos* 4,42000 0,215019 20,5563 0,002358 3,49485  5,34515
(2)Umidade* 2,92000 0,215019 -13,5802 0,005379 -3,84515  -1,99485
1x2 -0,38000 0,215019 -1,7673 0,219215 -1,30515  0,54515

*Parametros estatisticamente significativos.

A Tabela 10 apresenta o efeito das varidveis (substratos e umidade) na
producdo de lipase pelo fungo 129. Os parametros substratos e umidade foram
considerados estatisticamente significativos a 95% de confianga (p<0,05). A
combinacdo de substratos apresentou o maior efeito na producdo da enzima
(efeito positivo). Dessa forma, quanto maior o conteido de farelo de soja e
menor de bagaco, maior a resposta. A umidade apresentou efeito negativo,
portanto quanto menor o conteldo de agua, maior a producao de lipase pelo
fungo em questdo. A interacdo entre os pardmetros estudados ndo foi

significativo a 95% de confianca, sendo excluida do modelo.
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Tabela 11. Coeficiente de regressdo, desvio padrdo e limites de confianca das varidveis
independentes (substratos e umidade) na producdo de lipase pelo fungo 129 por
fermentacdo em estado sdlido.

Limite de Limite de

Coeficiente Desvio Confianga Confianca
Parametros
de Regressao Padrao (-95%) (+95%)
Meédia 6,02286 0,081270 5,67318 6,372532
(1)Substratos 2,21000 0,107510 1,74742 2,672577
(2)Umidade -1,46000 0,107510 -1,92258  -0,997423

*Parametros estatisticamente significativos.

A validade do modelo foi verificada pela Analise de Variancia (Anova)
apresentada na Tabela 12. Os coeficientes de regressdao ndo estatisticamente
significativos a 95% de nivel de confianga foram excluidos do modelo, sendo
incorporados no residuo total. O coeficiente de correlagdao obtido foi de 0,97. O
valor do teste F calculado foi comparado ao valor do F tabelado para a
distribuicdo de F a 95% de nivel de confianga com os respectivos graus de
liberdade. O F calculado (regressdo/residuos) para a producdo de lipase pelo
fungo 129 foi aproximadamente doze vezes maior que o F tabelado, indicando
gue o modelo de primeira ordem é estatisticamente significativo e preditivo e

descreve as respostas em fungao das varidveis analisadas.

Tabela 12. Anadlise de variancia no estudo do efeito das variaveis independentes (substratos e
umidade) na producdo de lipase pelo fungo 129 por fermentacdo em estado sélido.

Fonte de Soma Graus de Média
Teste Fcal
Variagao Quadratica Liberdade Quadratica
Regressdao 28,0628 2 14,0314 82,910745
Residuos 0,67694 4 0,169235
Falta de Ajuste 0,58447 2
Erro Puro 0,09247 2
Total 28,73974 6

Coeficiente de correlagdo: R%: 0,97.
Ftab 0,95;2;4 = 6,944272
Fcal/Ftab = 11,939443.
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A partir da validagdo dos parametros de estudo, obteve-se o modelo
linear, a partir da Tabela 11, que representa o comportamento da atividade
enzimdtica e que descreve a curva de contorno (Figura 3) da producdo de lipase
pelo fungo 129.

Equacao 3: 6,02 + 2,21 x substratos — 1,46 x umidade

Umidade (%)

’-1,2 -0 -0,8 -06 -04 02 00 02 04 06 08 10 1

Substratos

Figura 3. Curva de contorno da producdo de lipase pelo fungo 129 em
farelo de soja e bagaco de cana-de-agucar (valores codificados).

4.2. Imobilizagao das enzimas

A imobilizagao foi testada nos resultados mais promissores dos testes de
atividade enzimatica, todas do fungo 01, nas condigdes 7,5g de farelo de trigo +
2,5g bagaco de cana-de-agucar + 4mL de agua; 7,5g de farelo de soja + 2,5g
bagaco de cana-de-agucar + 4mL de agua e 5,0g de farelo de soja + 5,0g de

bagaco de cana-de-acucar + 4mL de agua. Produziu-se em larga escala as
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lipases nessas condi¢cdes, onde foram preparados meios de cultivo que
implicaram na obteng¢do 262,5mL, 260mL e 220mL respectivamente de extrato

enzimatico aquoso a ser liofilizado.

Os extratos sem liofilizacdo apresentaram atividades enzimaticas de
7,96U/mL da amostra 7,5g de farelo de trigo + 2,5g bagaco de cana-de-agucar +
4mL de agua; 11,46U/mL de 7,5g de farelo de soja + 2,5g bagac¢o de cana-de-
acucar + 4mL de 4gua e 6,90U/mL da amostra 5,0g de farelo de soja + 5,0g de
bagaco de cana-de-aclcar + 4mL de dagua. Apds o processo de liofilizacao,
foram obtidos 5,6g, 4,0g e 2,8g de extrato liofilizado e que resultaram

respectivamente em 159,2U/g, 129,5U/g e 190U/g (Tabela 13).

A atividade enzimdtica das amostras posterior a imobilizacdo foi testada
duas vezes, com 2mL do imobilizado ou da agua de lavagem e 2mL de solucao-
tampado fosfato, assim como feito nas amostras sem imobilizacdo. Os testes
realizados ndo detectaram atividade de lipase, nem no imobilizado e nem nas

aguas de lavagem (Tabela 13).

Tabela 13: Atividades de lipases do fungo 01 e rendimento dos processos para enzimas brutas,
concentradas e imobilizadas.

Atividade do Rendimento de

Atividade do Atividade
extrato produgdo de
Substratos extrato de lipase
s enzimdtico lipase liofilizada
enzimdtico bruto imobilizada
(U/mL) liofilizado (U/g) (u/100g)

7,5 FT+2,5BC 7,96 159,2 1.114,4 0
7,5FS+2,5BC 11,46 129,5 647,5 0

5FS+5BC 6,9 190 665 0
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5. DISCUSSAO

Maldonado et al. (2012) estudou a producgdo de lipase de Geotrichum
candidum em frascos agitados e reator de misturas e obteve uma atividade
maxima de 16U/mL apds 48 horas de fermentagdo com meio composto de 3%
de peptona e 0,5% de 6leo de soja. Roveda et al. (2010) avaliou a producdo de
lipases por diferentes cepas de microorganismos isolados em efluentes de
laticinios por fermentagdo submersa, sendo que os fungos E9 (Aspergillus), E21
(Aspergillus) e E20 (Penicillium) foram os que apresentaram as maiores
atividades enzimaticas, de 1,250; 2,042 e 2,250U, respectivamente. A producdo
de lipases por Penicillium corylophilum 10C 4211 foi estudada por Baron et al.
(2005) em dois meios de cultivo complexos de fermentacdo. As atividades
enzimaticas obtidas com o primeiro meio foi de 3,25U/mL apéds trés dias de
fermentac¢do e com o segundo, de 7,1U/mL apds seis dias de fermentagdo. Teng
e Xu (2008) estudaram a producdo de lipases com células imobilizadas de
Rhizopus chinenses obtendo 13,9U/mL de lipases em meio de cultivo liquido
contendo dleo de oliva e peptona. Miranda et al. (1999) obtiveram 2,63 e
5,79U/mL de lipase em dois meios de cultivo, contendo, respectivamente dleo
de oliva e sulfato de amonio (meio 1) e residuo industrial e sulfato de aménio

(meio 2).

No presente estudo, os extratos de lipases obtidos dos fungos 01 e 129
a partir de farelos de trigo ou soja em combinacdao com bagaco de cana-de-
acucar, apresentaram atividades de lipases superiores as citadas por Roveda et
al. (2010), Baron et al. (2005) e Miranda et al. (1999) e similares as relatadas

por Maldonado et al. (2012) e Teng e Xu (2008).
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Com a andlise dos dados obtidos anterior e posteriormente a
liofilizagdo, nota-se um grande aumento na atividade enzimatica das trés

amostras, com um rendimento bastante satisfatério de producao de lipases.

Para cada 100g do substrato composto por 75g de FT + 25g BC e 40mL
de dgua para cultivo do fungo 01, foi obtido 1.114,4U de lipase (Tabela 13).

Para cada 100g do substrato composto por 75g de FS + 25g BC e 40mL
de 4gua para cultivo do fungo 01, foi obtido 647,5U de lipase (Tabela 13).

Para cada 100g do substrato composto por 50g de FS + 50g BC e 40mL
de agua para cultivo do fungo 01, foi obtido 665U de lipase (Tabela 13).

Quanto a imobilizacdo das enzimas, o suporte, provavelmente, inativou

as lipases, havendo necessidade de mais estudos.
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6. CONCLUSAO

Os isolados fungicos do Laboratério de Microorganismos do
Departamento de Quimica e Bioquimica codificados como 01, 110 e 129 foram
capazes de produzir lipases em meio de cultivo com diferentes combinagdes de
bagaco de cana-de-aclcar e farelo de trigo ou de soja como substrato, nas trés

diferentes concentragdes de umidade 40, 80 e 120%.

Na maioria dos ensaios, a umidade 40% demonstrou-se mais proxima da

ideal para o crescimento dos fungos e produgdo de lipases.

O fungo 01 foi o melhor produtor de lipases com alta atividade, com
destaque para as combinac¢des 5,0 FS+5,0BC, 7,5 FT+ 2,5BCe 7,5 FS + 2,5 BC,
todas com 40% de umidade, que apresentaram 10,4, 10,82 e 11,35U/mL de

atividade de lipase, respectivamente.

Os resultados obtidos do fungo 110 demonstram que houve producao

de lipase, mas ndo de maneira significativa.

As lipases do fungo 129 foram produzidas em maior quantidade na

combinacgdo 7,5 FS + 2,5 BC, na umidade 40% (10,1U/mlL).

A imobilizagdo com celite ndo se mostrou eficaz para as enzimas
produzidas em larga escala, mas o método de liofilizacdo apresentou grande
importancia no tratamento dessas, aumentando suas atividades enzimaticas de

maneira significativa.

Como uma forma de dar continuidade ao trabalho desenvolvido,
proponho a busca por suportes mais eficientes para a imobilizagdo das lipases
produzidas, para torna-las mais eficientes e ativas quimicamente, passiveis de

reutilizacdo, sem que percam sua atividade.
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