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LIPASES AND BIOSURFACTANT PRODUCTION BY SOLID STATE FERMENTATION FOR UTILIZATION IN
BIOREMEDIATION OF VEGETABLE OILS AND HYDROCARBONS. Recently lipases have been increasing in prominence due
to its wide industrial application. The lipase production can be influenced by different variables such as the producing microorganism,
carbon sources, aeration and agitation conditions, inductor type and the geometry of the reactor. Biosurfactants are composites
of surface active produced by microbial cells which reduce superficial and interfacial tensions. The objective of this study was to
verify the influence of different process variables in the lipase production during a fermentative process. The results showed that the

concomitant production of lipases and biosurfactant was possible in different cultivation conditions.
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INTRODUCAO

As lipases podem ser de origem animal (pancredtica, hepatica
e gdstrica), microbiana (bactérias e fungos) e vegetal. A principal
funcdo bioldgica da lipase (triacilglicerol acil hidrolases, E.C.3.1.1.3)
¢ catalisar a hidrdlise de longas cadeias de triacilglicerideos. Ao
contrdrio de muitas outras enzimas, as lipases demonstram niveis
consideraveis de atividade e estabilidade em ambientes ndo-aquosos,
o que facilita a catdlise de muitas reacdes, tais como esterificagdo e
transesterificag@o.'

A fermenta¢@o em estado sélido € uma tecnologia adequada a
producdo de enzimas, uma vez que este processo pode ser realizado
in situ e rejeitos industriais podem ser empregados como fonte de
nutrientes para o processo fermentativo.? Além disso, pesquisas com
fermentac@o em estado sélido tém apresentado maiores producdes
de lipases, quando comparada com a fermentaciio submersa; esta
vantagem € atribuida a alta taxa de crescimento da biomassa e a baixa
atividade proteolitica.!

A produgio de lipases pode ser influenciada por diferentes varia-
veis, como o microrganismo produtor da enzima, as fontes de carbono
e nitrogénio, a concentragdo de oxigénio dissolvido, a composigao,
temperatura e pH do meio, as condi¢des de aeracdo e agitacdo e até
mesmo a geometria do biorreator.> Lipases sdo produzidas por um
grande niimero de microrganismos, incluindo bactérias, fungos e
leveduras. Os fungos sdo os preferidos como produtores industriais
de lipases porque as enzimas produzidas por estes normalmente
sdo extracelulares, o que facilita a extracdo do meio fermentado.
Na producdo de lipases a partir de fungos, os substratos lipidicos
atuam como indutores em muitas espécies, nos quais as lipases sdo
produzidas constitutivamente.*’

Atualmente, muitas fontes de carbono t€m sido estudadas, pois
existe um interesse expressivo em otimizar estas fontes durante a
producdo de lipase e também em encontrar alternativas economica-
mente mais atrativas.®®

As lipases tém encontrado aplicagcdes promissoras em uma
variedade de segmentos biotecnolégicos, como em industrias de
alimentos,”!® de detergentes,'"!? na biotransformagdo de dleos e
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gorduras," obten¢do de farmacos,' tratamento bioldgico de dguas
residudrias,>" aceleracgéo da biodegradac@o de polimeros.'® Hidrocar-
bonetos de petréleo tém sido mencionados como substratos potenciais
para a produgdo microbiana de vdrias enzimas comerciais importantes
e metabdlitos secunddrios. "’

Os biossurfactantes sdo moléculas anfipaticas que contém partes
hidrofilicas e hidrofébicas e atuam em interfaces as quais possuem
polaridades diferentes, tais como dgua-6leo, 6leo-agua, ar-dgua,
entre outras.'® Para produzir biossurfactante, substratos de alto
custo sdo dispensados, podendo ser utilizados para o metabolismo
celular, residuos oleosos de industrias de alimentos, viabilizando
economicamente o processo. Makkar e Cameotra!® citam que os
residuos agroindustriais sdo os substratos mais utilizados no processo
de fermentacdo em estado sélido, dentre eles, polpa de café, farelo
de cereais, palhas de arroz e trigo, bagaco de cana, cascas de frutas
processadas, batata, farinha de cereais, mandioca, entre outros. A
utilizagdo destes substratos contribui para a reducdo de custos, uma
vez que o meio de cultivo representa aproximadamente 50% do valor
do produto final.?

Considerando a extraordinaria diversidade microbiana e a impor-
tancia dos fungos como produtores de enzimas, justifica-se a busca
de novos biocatalisadores com caracteristicas especiais e passiveis
de aplica¢@o em biocatdlise. Com base nestes aspectos, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a producao de lipases por fermentacdo em
estado sdlido, realizada em biorreatores de colunas e em erlenmeyers,
durante a produ¢ao de biossurfactante.

PARTE EXPERIMENTAL
Microrganismos

Os fungos filamentosos utilizados foram Aspergillus fumigatus
e Phialemonium sp.. Estes foram isolados de um local contaminado
por hidrocarbonetos situado no estado de Sao Paulo (Brasil). As ce-
pas foram cedidas pelo Laboratdrio de Microbiologia de Alimentos,
Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de
Campinas (FEA/UNICAMP). Os microrganismos foram mantidos
em 4gar batata-dextrose (PDA) e 1% de glicerina a temperatura de
4 °C.
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Preparo do inéculo para a fermentacio

A propagacdo dos fungos foi realizada em frascos de Roux, sendo
estes incubados a 30 °C em meio PDA (Acumedia Manufacturers,
USA) durante um periodo de 7 dias. Os esporos foram suspensos em
0,2% Tween 80 (v/v). A contagem de esporos para o fungo Asper-
gillus fumigatus foi realizada em cAmara de Neubauer e para o fungo
Phialemonium sp. foi através de plaqueamento em dgar dicloran rosa
de bengala cloranfenicol (Acumedia Manufacturers, USA), incubado
a 25 °C por 3 dias.

Fermentacio em estado sélido

As fermentacdes foram realizadas em biorreatores de colunas,
com 50 mm de diametro e 250 mm de altura e em erlenmeyers de
1000 mL, utilizando os fungos Aspergillus fumigatus e Phialemonium
sp.. O farelo desengordurado e a casca de arroz foram cedidos pela
Industria Riograndense de Oleos Vegetais Ltda situada em Pelotas,
Rio Grande do Sul, Brasil. O éleo de soja e o leo diesel foram ad-
quiridos no comércio local.

Foram avaliados dois meios fermentativos, o suporte complexo,
composto por casca e farelo de arroz desengordurado. O farelo foi
moido em moinho de facas com malhas de 1 e 0,5 mm. Apds a mo-
agem o farelo foi peneirado, e entdo recolhidas as particulas retidas
nas peneiras de 0,420 e 0,500 mm. O segundo meio fermentativo,
o suporte sintético, foi constituido de um inerte, que foi a casca de
arroz. A casca de arroz utilizada nos dois substratos ndo foi triturada.
Aos substratos, foi adicionada uma solu¢do de micronutrientes com
a seguinte composigdo (g L'): MgSO,.7H,0 (0,5); NaNO, (3); KH-
,PO, (1), dainddstria Synth, Brasil; extrato de levedura (1) e peptona
(0,3), da inddstria Vetec, Brasil, todos com grau de pureza analitica.
Foram avaliadas duas fontes de carbono adicionais, 6leo diesel e 6leo
de soja fornecidos na proporcdo de 1%; também foram avaliados os
meios sem fonte de carbono adicional. A fermentagao teve a duragdo
de 120 h. Nos biorreatores de colunas, foi avaliada a influéncia da
aeracdo na produgdo de lipase, sendo as taxas de aeragdo estudadas
de 60 e 120 mL g' h!.2!

As condigdes fisico-quimicas utilizadas nas fermentagdes foram
umidade 50%, temperatura de fermentagdo 30 °C, concentragio inicial
de esporos 4 x 10°¢ esporos g e pH 4,5.2 Todas as determinagdes
analiticas descritas a seguir foram realizadas em triplicata e a cada
24 h.

Determinac¢iao de umidade

O teor de umidade das amostras fermentadas foi determinado
segundo metodologia da AOAC,* baseada na perda de peso apés a
secagem em estufa a 105 °C por cercade 3 a 5 h.

Determinac¢ao de pH

A determina¢@o do pH das amostras foi realizada diretamente
em pHmetro digital da marca Quimis HI 8314, membrane pHmeter,
utilizando os padrdes pH 4 e 7 da marca Quimis para a calibracéo.

Determinaciao da atividade lipolitica

Na determinag@o da atividade lipolitica foi adotado o método
utilizando goma ardbica.** O método € baseado na titulagdo com
NaOH 0,05 N dos acidos graxos liberados pela acdo da enzima lipase,
presente no extrato enzimadtico da fermentag@o, sobre os triacilglice-
rideos do azeite de oliva (adquirido no comércio local) emulsionados
em goma ardbica (Synth, Brasil) por 30 min a 37 °C. Uma unidade
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de atividade de lipase foi definida como a quantidade de enzima
que libera 1 umol de dcido graxo por min. A atividade lipolitica foi
determinada a cada 24 h, juntamente com um ensaio branco, que
consistiu na aplica¢do do método nas mesmas condi¢des executadas
para as andlises lipoliticas, porém sem a adi¢ao da amostra.

Extracao do biossurfactante

A extragao do biossurfactante do meio fermentativo foi realizada
com dgua aquecida a 90 °C, na proporc¢ao 1:3 (uma parte de meio
para trés partes de dgua). Apés a adi¢@o do solvente, a amostra foi
submetida a agitagdo em Shaker B, Braun Certomat BS-1 a 160 rpm
e 50 °C por 30 min. A seguir, a amostra foi filtrada a vacuo e o extrato
utilizado para a avaliagdo da atividade emulsificante.

Atividade emulsificante

A atividade emulsificante do meio foi testada utilizando 3,5 mL
de extrato e 2 mL de dleo de soja. Esta mistura foi agitada em agita-
dor vortex a 700 rpm por 1 min. Apés 60 min de repouso foi lida a
absorbancia do meio emulsificado em espectrofotdmetro a 610 nm* e
ao final de 24 h, a relag@o entre a altura total de 6leo e a altura de 6leo
emulsificado,? sendo entdo determinados os valores de atividades
emulsificantes, definidas pelas Equacdes 1 e 2:

E*D (1)
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onde, AE , € aatividade emulsificante 4gua em 6leo (UE gh); AE  ,a
atividade emulsificante 6leo em dgua (UE g'); E, a relaco centesimal
entre a altura da emulsdo e a altura total; Abs, a absorbancia da
suspensdo do 6leo em dgua; D, a diluicdo da amostra em dgua; m, a
massa da amostra imida (g) e U, a umidade do meio fermentado.

A atividade emulsificante d4gua em 6leo (AE ) ) foi definida como

a massa de farelo fermentado necessdria para manter estavel por 24
h a emulsdo de 1% da fase hidr6foba, expressa em Unidade Emulsi-
ficante por g de meio fermentado (UE g). A atividade emulsificante
6leo em dgua (AE ) foi definida como a massa de farelo fermentado
necessdria para aumentar a absorbancia da emulsido em 1 unidade
a 610 nm, quando comparada com o branco, expressa em Unidade
Emulsificante por g de meio fermentado (UE g™).

Planejamento experimental e andlise estatistica

Foram aplicados dois planejamentos experimentais fatoriais mis-
tos, sendo um 2°x3 para os erlenmeyers e um 2°x3 para os biorreatores
de coluna. As varidveis estudadas foram os meios, a aeracéo, os fungos
e as fontes de carbono utilizadas. Na Tabela 1 estdo apresentados os
fatores que foram avaliados, com as respectivas variagdes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 2 estd descrito o planejamento experimental misto 2°x3
utilizado para avaliar a produgdo de lipase nos biorreatores de coluna.
A andlise do planejamento foi realizada para um nivel de significancia
de 5%; para isto, foram utilizados os resultados de atividade lipolitica
maéxima para cada experimento.

A umidade do meio contendo farelo e casca de arroz permaneceu
estdvel durante todo o periodo da fermentagio, ficando em 50 + 3%.
Porém, o meio que continha apenas casca de arroz apresentou altera-
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Tabela 1. Fatores avaliados e os niveis de variagdo para os experi-
mentos realizados

e Niveis
Varidveis
-1 0 +1

Fungo Aspefglllus ) Phialemonium

fumigatus sp.
Meio Fermentativo sintético - complexo
*Aeragdo 60 mL g' h! - 120 mL g h!
Fonte de Carbono  6leo de soja  6leo diesel sem fpnte adi-

cional

*Variavel estudada somente nos biorreatores de coluna

Tabela 2. Resultado do planejamento experimental misto 2°x3 para
a atividade lipolitica nos biorreatores de coluna

Experimentos X, X, X, X, Lip(l()\li'gclji(li; o)
1 -1 -1 -1 -1 44,68
2 1 -1 -1 -1 49,75
3 -1 1 -1 -1 119,46
4 1 1 -1 -1 129,50
5 -1 -1 1 -1 37,97
6 1 -1 1 -1 40,09
7 -1 1 1 -1 107,16
8 1 1 1 -1 99,35
9 -1 -1 -1 0 58,25
10 1 -1 -1 0 49,24
11 -1 1 -1 0 84,98
12 1 1 -1 0 59,45
13 -1 -1 1 0 41,60
14 1 -1 1 0 47,40
15 -1 1 1 0 94,88
16 1 1 1 0 56,17
17 -1 -1 -1 1 18,61
18 1 -1 -1 1 22,44
19 -1 1 -1 1 105,34
20 1 1 -1 1 54,92
21 -1 -1 1 1 20,33
22 1 -1 1 1 24,31
23 -1 1 1 1 98,35
24 1 1 1 1 57,07

X, = fungo; X, = meio fermentativo; X, = aeragdo; X, = fonte de

carbono.

¢des na umidade em torno de 96 h de fermentagéo, isto provavelmente
se deve a dificuldade que a casca tem de absorver dgua. Em alguns
ensaios a umidade chegou em torno de 20%. Segundo Pokorny et
al.,”” o nivel de umidade na fermentacdo em estado sélido tem um
grande impacto sobre as propriedades fisicas do substrato sélido.
Altos indices de umidade podem causar decréscimo da porosidade
e também diminuem a transferéncia de oxigénio. Por outro lado, a
baixa umidade diminui a solubilidade do substrato sélido, o grau de
inchamento das particulas e produz uma alta tensdo superficial.® O
pH permaneceu estdvel durante o processo fermentativo em ambos
os meios, ficando em torno de 5,0 + 0,5.

Ao relacionar a produgio de biossurfactante com a de lipase, foi veri-
ficado que a produgio de lipase provavelmente ndo interferiu na produgio
de biossurfactante, pois os valores encontrados ndo demonstraram uma
tendéncia de aumento ou decréscimo das atividades emulsificantes. As
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atividades lipoliticas encontradas no suporte inerte apresentaram resul-
tados muito inferiores aos encontrados para o suporte complexo, porém
foram encontradas atividades emulsificantes 4gua/Sleo e 6leo/dgua altas
em ambos suportes. Este € mais um indicativo de que a quantidade de
lipase no meio ndo interferiu na produc@o de biossurfactante.

A atividade lipolitica maxima encontrada para o fungo Phiale-
monium sp. foi 129,50 U g'!, quando utilizado o suporte complexo,
aeragdo de 60 mL g' h'! e 6leo de soja como fonte de carbono adi-
cional; para este mesmo experimento foi encontrado 7,67 UE g de
atividade emulsificante 6leo/dgua e 5,07 UE g para dgua/Gleo. Os
maximos observados de atividades emulsificantes para este fungo
foram de 12,21 UE g para 6leo/dgua e 6,11 UE g para dgua/leo.

Para o fungo Aspergillus fumigatus a atividade lipolitica maxima
foide 119,46 U g'!, quando utilizado o suporte complexo, aeracdo de
60 mL g' h'! e 6leo de soja como fonte de carbono adicional. Para
este experimento foi observado 9,10 UE g! de atividade emulsificante
6leo/dguae 7,36 UE g'! para dgua/dleo. Os méximos observados para
este fungo foram de 11,54 UE g para a atividade emulsificante 6leo/
dgua e 7,36 UE g'! para dgua/dleo.

A Figura 1 mostra a cinética da produgdo de lipase para cada uma
das fontes de carbono estudadas durante o periodo de fermentag@o.

Foi observado que para o 6leo diesel, o fungo Aspergillus fumiga-
tus, a partir do suporte complexo, apresentou os melhores resultados,
sendo que com aeracdo de 120 mL g h'! atingiu uma atividade lipo-
litica maxima de 94,88 U g e aeragdo de 60 mL g' h'! obteve 84,98
U g'! de atividade. Uma melhor adaptagio do Aspergillus fumigatus
no meio com 6leo diesel jd era esperada, pois este microrganismo foi
isolado de um local contaminado com hidrocarbonetos.

Para o 6leo de soja, tanto o Aspergillus fumigatus quanto o Phia-
lemonium sp. apresentaram resultados expressivos, quando o meio
utilizado continha farelo e casca de arroz, sendo que apresentaram
atividade lipolitica cerca de 20% maior com a taxa de aera¢do em 60
mL g' h', quando comparado com a aera¢do de 120 mL g h".

O meio fermentativo sem fonte adicional de carbono obteve como
melhor resposta para producio de lipase o fungo Aspergillus fumiga-
tus, no suporte complexo, independente da taxa de aeragao, pois a va-
riacdo entre as mesmas foi muito pequena, 105,34 ¢ 98,35 U g'!, para
as taxas de aeracdo de 60 e 120 mL g h'!, respectivamente. Pesquisas
anteriores sobre a fisiologia da produg¢do de lipases mostraram que os
mecanismos que regularizam a biossintese variam amplamente em
diferentes microrganismos. Producéo de lipase a partir de Rhizopus,”
Rhodotorula® e Aspergillus® pode ser constitutiva e independente da
adicdo de substratos lipidicos ao meio de fermentagao.

O suporte sintético nao apresentou caracteristicas adequadas para
aproducdo de lipase durante o processo fermentativo de produgao de
biossurfactante, pois este forneceu baixos indices de atividade lipo-
litica quando comparados aos encontrados para o suporte complexo
sob as mesmas condi¢des. Outro fator que provavelmente afetou a
produgdo de lipase no meio inerte foi a aeragdo, pois foi observado
que a partir de 96 h a umidade do meio diminuiu rapidamente.

Foi verificado que praticamente todos os experimentos apre-
sentaram uma queda na atividade lipolitica ao final da fermentacao.
Segundo pesquisadores, isto ocorre devido a liberacdo de proteases no
meio durante o processo fermentativo; as proteases hidrolisam uma
parte das lipases produzidas.>**!'3? Rivera-Munoz et al.*> observaram
que os melhores microrganismos produtores de lipases sdo produtores
intermedidrios de proteases. Este fato sugere que a atividade proteo-
litica talvez afete a estabilidade da atividade lipolitica.

Na Tabela 3 estdo expostos os efeitos principais para todas
variaveis estudadas e as respectivas interacdes nos biorreatores de
coluna.

O microrganismo, o suporte e a fonte de carbono linear apresenta-
ram diferenga significativa em nivel de 5%. Além destes, as interacdes
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Figura 1. Produgdo de lipase durante o processo de fermentag¢do em biorrea-
tores de coluna. (a) dleo diesel; (b) dleo de soja e (c) sem fonte de carbono
adicional. W Aspergillus fumigatus, suporte sintético e 60 mL g’ h'; @
Aspergillus fumigatus, suporte sintético e 120 mL g’ h''; A Aspergillus fumi-
gatus, suporte complexo e 120 mL g h'; V¥ Aspergillus fumigatus, suporte
complexo e 60 mL g h”'; ® Phialemonium sp., suporte sintético e 60 mL g
W' + Phialemonium sp., suporte sintético e 120 mL g h™'; x Phialemonium
sp., suporte complexo e 120 mL g h”' e ¥ Phialemonium sp., suporte com-
plexo e 60 mL g !

do fungo com o suporte, fungo com a fonte de carbono linear e o
suporte com a fonte de carbono quadritica também apresentaram
diferenca significativa em um intervalo de confianga de 95%.

Quando o microrganismo passou do nivel inferior para o superior,
a atividade lipolitica diminuiu 11,82 U g'. A mesma apresentou um
aumento de 50,99 U g"! quando o suporte complexo substituiu o sinté-
tico. A diferenca entre o meio adicionado de dleo de soja e o sem fonte
adicional de carbono também foi significativa (p < 0,05), mostrando que
quando o 6leo de soja ndo estava presente no meio a atividade lipolitica
diminuiu 28,32 U g'. A aerac¢do ndo teve influéncia significativa em
nivel de 5%, mas comecou a apresentar diferenga significativa em um
intervalo de confianca de 82%.

Vidrios autores relataram que a aeracdo, em alguns casos, € es-
sencial para que os microrganismos produzam lipase.* Lee e Rhee*
conseguiram aumentar a producao de lipase a partir da bactéria Pseu-
domonas putida sob condicdes distintas de aeracdo e agitagdo. Elibol
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Tabela 3. Efeitos das varidveis do planejamento experimental na
atividade lipolitica mdxima de cada experimento nos biorreatores
de coluna

Atividade Lipolitica (U g*) p
Meédia/Interacdes 63,38 0,000
(1) Fungo (L) -11,82 0,019
(2) Suporte (L) 50,99 0,000
(3) Aeragido (L) -5,99 0,182
(4) Carbono (L) -28,32 0,000
Carbono (Q) -2,83 0,535
1L x 2L -13,79 0,008
1L x 3L -0,82 0,847
1L x 4L -11,66 0,047
1L x4Q -3,77 0,413
2L x 3L -0,78 0,854
2L x 4L -6,62 0,225
2L x 4Q -19,68 0,001
3L x 4L 7,19 0,190
3L x4Q 2,27 0,618

L = efeito linear; Q = efeito quadratico; p = nivel de significancia.

e Ozer® obtiveram aumento da produtividade da lipase produzida pelo
fungo Rhizopus arrhizus aumentando a taxa de aeracio.

As interacdes dos microrganismos com os suportes utilizados,
dos microrganismos com as fontes de carbono e dos suportes com as
fontes de carbono quadraticas fizeram com que a atividade lipolitica
diminuisse 13,79; 11,66 e 19,68 U g, respectivamente.

A Tabela 4 apresenta os resultados da atividade lipolitica para
o planejamento experimental misto 2°x3, utilizado para avaliar a
produgdo de lipase nos erlenmeyers. A andlise do planejamento foi
realizada para um nivel de significancia de 5% utilizando os resultados
de atividade lipolitica mdxima para cada um dos experimentos.

A umidade e o pH dos meios mantiveram-se praticamente esta-
veis ao longo das fermentagdes, mesmo nos experimentos contendo
somente o suporte sintético, sendo que a umidade permaneceu em
50 £ 3% e o pH em 5,0 £ 0,5 para os ensaios realizados com o As-
pergillus fumigatus e 4,5 + 0,5 para o Phialemonium sp.. Mahadik et
al.®® estudaram a producéo de lipase a partir de farelo de trigo com
o fungo Aspergillus niger e verificaram que a maxima producio da

Tabela 4. Resultados do planejamento experimental 2°x3 para o
estudo da produgdo da lipase nos erlenmeyers

Experimentos X, X, X, Lip(?l:’gclgi(lj? o)
1 -1 -1 -1 42,05
2 1 -1 -1 48,74
3 -1 1 -1 100,61
4 1 1 -1 93,18
5 -1 -1 0 53,85
6 1 -1 0 70,95
7 -1 1 0 105,70
8 1 1 0 131,92
9 -1 -1 1 66,64
10 1 -1 1 42,03
11 -1 1 1 94,11
12 1 1 1 94,94

X, = fungo; X, = meio fermentativo; X, = fonte de carbono.
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enzima foi obtida quando o farelo de trigo foi umedecido com uma
relag@o de 1:2,5 (substrato:soluc@o); quando a taxa utilizada foi de
1:1 a atividade lipolitica diminuiu cerca de 10 vezes.

A producdo de lipase nos erlenmeyers, assim como nas fermenta-
¢oes realizadas nas colunas ndo apresentou relagdo com a produ¢ao de
biossurfactante. Para o fungo Aspergillus fumigatus, a maxima ativi-
dade lipolitica observada foi 105,70 U g”!, quando utilizado o suporte
complexo e 6leo diesel como fonte de carbono adicional. Neste expe-
rimento, as atividades emulsificantes encontradas foram de 12,33 UE
¢! para 6leo/dgua e 6,38 UE g! para dgua/leo. A atividade lipolitica
méxima encontrada para o fungo Phialemonium sp. foi 131,92 U g,
utilizando o suporte complexo e 6leo diesel como fonte de carbono
adicional. As atividades emulsificantes observadas neste caso foram
9,55 UE g'! para 6leo/dgua e 5,16 UE g! para dgua/dleo.

Na Tabela 5 sdo apresentados os efeitos principais para todas
varidveis estudadas e as respectivas interacdes nos experimentos
utilizando erlenmeyers.

Tabela 5. Efeitos das varidveis do planejamento experimental na
atividade lipolitica maxima de cada experimento nos erlenmeyers

Atividade Lipolitica (U g™') p
Meédia/Interacdes 78,76 0,001
(1) Fungo (L) 3,05 0,643
(2) Suporte (L) 49,29 0,012
(3) Carbono (L) 3,17 0,692
Carbono (Q) 17,76 0,098
1L por 2L 3,48 0,601
1L por 3L -5,64 0,501
1L por 3Q 13,95 0,146
2L por 3L -5,54 0,508
2L por 3Q 5,33 0,468

L = efeito linear; Q = efeito quadratico; p = nivel de significancia.

Foi observado que apenas o suporte apresentou diferenca signifi-
cativa em nivel de significancia de 5%. A atividade lipolitica obteve
um aumento de 49,29 U g quando o suporte sintético foi substituido
pelo complexo. A varidvel fonte de carbono quadrdtica foi significa-
tiva, mostrando que quando o 6leo diesel estava presente no meio a
atividade lipolitica aumentou 17,76 U g

A Figura 2 apresenta a cinética da produc¢ao de lipase para cada
uma das fontes de carbono estudadas durante 120 h de fermenta-
¢ao.

Foi verificado que utilizando 6leo diesel, Phialemonium sp. e
suporte complexo a atividade lipolitica alcangou 131,92 U g, cerca de
25% a mais que com Aspergillus fumigatus sob as mesmas condicdes.
O Aspergillus fumigatus na presenca de 6leo de soja com o suporte
complexo atingiu 100,61 U g!, enquanto que o Phialemonium sp.
apresentou cerca de 30% a menos de atividade quando comparado
ao meio que continha 6leo diesel.

No meio fermentativo sem fonte de carbono adicional, os melhores
resultados foram obtidos para o suporte complexo e para ambos 0s
fungos, pois apresentaram atividades lipoliticas médximas em torno de
94 U g'. As fontes de carbono lipidicas parecem ser essenciais para a
obtengdo de altas produgdes de lipase, sendo que alguns autores tém
conseguido produgdes razodveis na auséncia de 6leos e gorduras.®

Em praticamente todos os experimentos, assim como nos biorrea-
tores de coluna, foi observada uma diminui¢do da atividade lipolitica
ao término da fermentagdo; isto se deve ao fato de que, provavelmente,
as proteases liberadas no meio hidrolisaram as lipases produzidas.

As lipases produzidas durante o processo fermentativo apresen-
tadas neste estudo, além de poderem ser aplicadas no processo de
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Figura 2. Produgdo de lipase durante o processo de fermentag¢do nos erlen-
meyers. (a) oleo diesel; (b) dleo de soja e (c) sem fonte de carbono adicional.
W Aspergillus fumigatus e suporte sintético; ® Aspergillus fumigatus e suporte
complexo; A Phialemonium sp. e suporte sintético; ¥ Phialemonium sp. e
suporte complexo

biorremediacio juntamente com o biossurfactante, também possuem
aplicacOes em industrias de detergentes, oleoquimica, tratamento de
efluentes, entre outras.

CONCLUSAO

A quantidade de lipase gerada no meio fermentativo néo inter-
feriu na produgdo de biossurfactante, em nenhum dos biorreatores
avaliados, o que pode ser interessante em uma futura aplica¢@o deste
meio em uma biorremediagdo, pois a lipase aceleraria este processo.
Na literatura ndo foi encontrada nenhuma referéncia de producao de
lipase com os fungos utilizados neste estudo e com aplicagdo em
processo de biorremediacdo. Dentre as condi¢des estudadas, para
produzir lipase a mais adequada seria utilizar o fungo Phialemonium
sp. juntamente com o suporte complexo adicionado de 6leo diesel.

A metodologia aplicada utilizando residuos agroindustriais
mostrou ser eficiente para a producio de lipase, porém os reatores
aerados quando utilizados com o meio sintético ndo se mostraram
adequados, ja que a umidade diminuiu a um nivel que prejudicou a
produgdo de lipase.
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Os hidrocarbonetos t€m sido relatados como substratos poten-
ciais para a producio microbiana de vdrias enzimas e metabodlitos
secundadrios, o que pode ser verificado, pois o Phialemonium sp. em
suporte complexo contendo 6leo diesel alcangou atividade lipolitica
de 131,92 U g'!, porém a utilizacdo destes substratos para a producdo
de lipases ndo tem recebido a atengdo adequada, o que € revelado
pela literatura limitada sobre este assunto.

As enzimas lipoliticas t€ém atraido cada vez mais atencio por
causa do seu potencial biotecnoldgico. Estas constituem o grupo mais
importante de biocatalisadores para aplicagdes biotecnoldgicas. As
razdes do enorme potencial dessa enzima incluem fatos relacionados
com a alta estabilidade em solventes organicos, ndo requerem a pre-
senga de co-fatores, possuem uma larga especificidade pelo substrato
e exibem uma alta enantiosseletividade.
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