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Bioprospeccédo de fungos filamentosos com atividade lipolitica
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Resumo

As lipases sdo enzimas que catalisam a hidrdlise e sintese de triacilglicerdis, cujas apresentam
estabilidade em diversos solvente organicos, assim, chamadas de biocatalisadores. Estas geram matéria-
prima para a obtencdo de produtos e processos de alto valor comercial. Foram selecionados e
identificados cinco fungos filamentosos oriundos do solo Amazénico e, a partir da analise qualitativa
(cup-plate), o com melhor resposta para produgdo de lipase foi submetido a fermentacéo submersa (FS),
utilizando planejamento fatorial completo 2°. A maior atividade enzimatica obtida foi 1905,23 U/mL
nas condicdes de 45°C, pH 11, 4,5 % de substrato, 150 rpm e 8 dias, porém idealmente se deve incubar
a 25°C. Com a analise dos dados, foi possivel formular um modelo matematico linear para descrever a
producdo enzimatica com os fatores estudados.

Palavras-chave: Aspergillus; Lipases; Fermentacdo submersa; Planejamento fatorial.

Bioprospection of filamentous fungus with lipolytic activity. The Lipases are enzymes that
catalyze the hydrolysis and synthesis of triacylglycerols, which have stability in several organic
solvents, thus called biocatalysts. These generate raw material to obtain products and processes of high
commercial value. Five filamentous fungus from the Amazonian soil were selected and identified from
the qualitative analysis (cup-plate), the one with the best response to lipase production was submitted
to submerged fermentation (SF), using complete factorial design 2°. The highest enzymatic activity was
1905.23 U/mL under the conditions of 45°C, pH 11, 4.5% of substrate, 150 rpm and 8 days, but ideally
should incubate at 25°C. With the data analyses, was possible to formulate a linear mathematical model
to describe the enzymatic production with the factors studied.

Keywords: Aspergillus; Lipases; Submerged fermentation; Factorial planning.

1Graduanda de engenharia quimica, da Escola Superior de Tecnologia (EST), da Universidade do Estado do
Amazonas - UEA, Manaus - AM, Brasil.

Autor para correspondéncia: thaynamaraes97@gmail.com

pesquisador no HUB — Tecnologia e Inovacdo, Universidade do Estado do Amazonas — UEA, Manaus — AM,
Brasil.

3Professor Adjunto de Quimica, da Escola Superior de Tecnologia (EST), da Universidade do Estado do
Amazonas - UEA, Manaus - AM, Brasil.

B19



Biotecnologia

1.  Introducéo

As lipases (E.C 3.1.1.1) s&o enzimas
que catalisam a hidrolise de 6leos e gorduras,
liberando &cidos graxos livres, diacilglicerdis,
monoacilglicerois e glicerol. Estas s&o o
terceiro maior grupo de enzimas produzidos
comercialmente, onde os valores podem chegar
a R$2000, em média, 1 grama. A procura por
elas aumentou e deve-se ao fato de possuirem
uma acdo incomum: sdo sollveis em &gua,
entretanto, catalisam reacbes que tém
substratos lipofilicos (CARVALHO et al.,
2003; CASTRO et al., 2004; COLLA et al,
2012; GUPTA, 2006; KLOBITZ, 2008;
MOURA et al, 2013).

O mercado brasileiro enzimatico €
estimado em cerca de USD 200 milhGes. As
principais empresas produtoras de lipases
comerciais sdo: Sigma, DYE Trade e Thermo
Fisher. Os custos para empregar lipases em
indUstrias ainda s&o elevados devido ao fato de
que as enzimas devem ser ativas e estaveis em
pH, temperatura, e condicdes especificas de
cada processo. Assim, € necessario investir em
equipamentos e  processos  produtivos
(ABRANTES, 2002; BECKER, 2007
MATIAS et al, 2005; MESSIAS et al, 2011).

Estima-se que pouco menos de 5% dos
fungos ja foram identificados no bioma
Amazonico. Assim, a bioprospeccédo de fungos
filamentosos  constitui  uma  atividade
promissora para detectar novos compostos de
alto valor comercial com atividades bioldgicas
de interesse em uma ampla gama de setores.
(CARVALHO et al, 2005; NETO et al, 2008;
ORLANDELLI et al, 2012).

Este trabalho objetiva selecionar novos
microrganismos com potencial para produzir
lipase, contribuindo para confirmar a riqueza e
importdncia da micobiota regional para
utilizacdo biotecnolégica. Ademais, obter
enzimas com alta velocidade de sintese,
facilidade para manipulacdo ambiental e mais
estavel do que as enzimas de origem animal e
vegetal (HASAN et al, 2006; KLOBITZ, 2008;
MESSIAS et al, 2011; REINEHR et al., 2014).

2. Material e métodos
2.1 Fungos filamentosos

Os fungos utilizados neste estudo sdo
oriundos do solo Amazbnico. O material
bioldgico foi coletado na Escola Superior de
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Tecnologia situada na Avenida Darcy Vargas,
1.200, Parque Dez de Novembro, Manaus —
AM em junho de 2016, sendo preservados na
micoteca do Laboratdrio ILUM — HUB.

Para efeito de cultivo e reativacao,
foram inoculados 50uL da 4gua com esporos de
cada fungo em meio Sabouraud. Foram
armazenados a 30 °C por sete dias, com o
crescimento sendo acompanhado diariamente.

Os fungos foram inoculados em meio
liquido Manachini (KH2HPO.: 29, (NH4)2SOu:
19, MgS04.7H,0: 0,1 g, NaH2PO..H.0: 0,9¢g,
Tampédo Mcllvaine pH 4, extrato de levedura:
1g) com 1 mL de 6leo de fritura durante 2 dias
e 28°C para a obtencdo de extratos enzimaticos.

2.2 Selecéo de
produtores de lipase

Utilizando meio seletivo para lipase
(&gar nutriente: 2 g, CaCl2H,0: 0,01g, tween
80: 1 mL, agua destilada: 99 mL), foram feitos
pocos de 8 mm no meio contido em placas de
petri e acrescentados 50 uL dos extratos de cada
fungo nos pogos, incubando a 37°C durante 48
horas de acordo com a metodologia descrita por
(HABA et al, 2000).

A observacdo da reacdo enzimatica
positiva foi visualizada com a formacdo de
halos com pequenos cristais em torno dos cup-
plates. O ensaio qualitativo através da atividade
enzimatica foi determinado pelo tamanho do
halo em milimetros, medindo-se o diametro do
halo pelo reverso da placa de Petri e aplicando
na formula abaixo (TEIXEIRA et al, 2011).

microrganismos

__ diametro do halo (mm)

~ diametro do poco (mm)
2.3 ldentificacdo dos microrganismos
Apobs a obtencdo de cultura pura, os
fungos isolados foram identificados pelas
técnicas  convencionais: andlise  das
caracteristicas macro e  microscopicas,
conforme as recomendacGes de BARNETT e
HUNTER, 1972, SAMSON e PITT, 1985,
RAPER e THOM, 1968, RAPER e FENNEL,
1977 e PITT, 1985.

2.4 Fonte de carbono
Como indutor de fonte de carbono para
a producdo de lipase, foi utilizado 6leo de
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fritura residual de soja em residéncias de
parceiros do projeto usuarios da mesma marca
de 6leo. O tempo de fritura estimado é de 15
minutos e foi utilizado para fritar a 100 °C.

2.5 Design experimental

Os testes procederam utilizando meio
minimo de Manachini (2g de KH.PO4: 1g de
(NH4)2SO4: 0,1g de MgSO..7H,O: 0,9g de
NaHPO4.H;0: 1g de Extrato de levedura: 1L de
tampdo) em erlermeyers de 125 mL somente
para o fungo indicado na fase de selegdo como
sendo o ideal.

As  condigdes indicadas no
Planejamento Fatorial completo 2° foram
geradas no programa Statistica v. 12. O
planejamento visou estudar da influéncia do
tempo (2 — 8 dias), pH (4 — 11), e concentracao
da fonte de carbono (0,5 - 4,5%) no volume
total do meio (50 mL), temperatura (25 - 45°C)
e agitacdo (50 - 150 rpm), obtendo como
resposta a atividade enzimatica de lipase
(U/mL), conforme mostrado na tabela 1.

Tabela 1 - Niveis dos fatores utilizados no
planejamento experimental

Valores
Fatores E—

-1 0 +1

Concentracédo de carbono (%) 05 25 45
Temperatura (°C) 25 35 45
Agitacdo (rpm) 50 100 150
pH 4 75 11
Tempo (dias) 2 5 8

As variaveis foram escolhidas para, assim,
analisar a interacdo eletrostatica, a interagdo da
enzima com o substrato, assim como
desnaturacdo ou ndo enzimatica e periodo
fermentativo.

2.6 Determinacdo quantitativa de
atividade lipolitica

A dosagem foi realizada para analise da

amostra e controle, de acordo com a

metodologia descrita por (HENRY, 1957;

ROE, 1963; WILLIANSON, 1975) utilizando

kit colorimétrico para lipase da marca In Vitro.
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Foi colocado em microplaca 50uL de
solugdo tampdo Tris 0,1 mol/L, 2,5 uL de
amostra, 2 pL de inibidor (fenil-metil-sufonil
fluoreto 20mmol/L em etanol), e 5 puL de
reagente de cor. Depois disso, a amostra foi
aquecida no monobloco por 2 minutos a 37°C.
Em seguida, foram acrescentados 5uL de
substrato (BALB 20 mmol/L) para nova
incubacgdo por 30 minutos a 37°C. Apds esse
periodo, foram adicionados 100uL de
inativador (Lauril sulfato de sédio 27,6
mmol/L). A leitura foi feita a 410 nm no
Espectrofotdbmetro da marca  Shenzhen
Mindray Bio-Medical Eletronics Co., LTD.
modelo MR-96A.

2.7. Andlise estatistica
Os resultados foram analisados no
Statistica versdo 12.0 para a geracado de graficos
de superficie e modelo matematico, além da
analise variancia (ANOVA) com p = 0,05.
Além disto, também foi realizado o Teste F para
averiguar a qualidade do modelo gerado.

3 Resultados e Discusséo

Inicialmente, houve a selecdo de
microrganismos produtores de lipase utilizando
método cup-plate (Tabela 2). Apesar de nao
apresentar a maior atividade lipolitica (U/mL),
o fungo IL-SOL 5 foi selecionado para seguir
com o estudo, uma vez que degradou todo o
substrato durante a fermentagdo liquida na
obtencdo inicial dos extratos, diferente dos
demais fungos.

As colbnias com maior didmetro de
halo ndo foram as mesmas que apresentaram
maior atividade enzimatica. Dessa forma, ao se
avaliar as colbnias para selecionar uma boa
como produtora de enzima lipolitica, ndo se
deve ter como referéncia apenas as informacoes
sobre a atividade enzimatica, mas também
deve-se considerar o0 crescimento do
microorganismo no meio de cultura seletivo.

A maioria dos fungos foram
identificados como do género Aspergillus sp.
Estes também foram identificados por PIROTA
et al. (2015) no bioma amazbnico e por
GADDEYYA et al. (2012), ao analisar solos
agricolas.
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Tabela 2 - Identificacdo, ensaio qualitativo e quantitativo dos fungos selecionados.

Identificacdo Fungo

Ensaio qualitativo (1)

Ensaio quantitativo (U/mL)

IL-SOL 4 Aspergillus sp
IL-SOL 5 Aspergillus terreus
IL-SOL 6 Aspergillus oryaze
IL-SOL 12 Aspergillus aculeatus
IL-SOL 14 N&o identificado

4,25 24,633

4 28,683
4,25 30,917
3,12 23,377
3,75 12,484

Os fungos desse género tém sido alvos
de diversos estudos devido ao seu potencial
biotecnolégico. De acordo com CARVALHO
et al. (2005), HASSAN et al. (2006) e
MENDES et al. (2005), os fungos desse género
sdo 6timos produtores de lipase.

Os  microorganismos identificados
apresentaram uma boa atividade enzimética
quando comparados com outros autores
utilizando Aspergillus, como: ROVEDA et al.
(2010) que obteve 7,1 U/mL utilizando azeite
de oliva como indutor, SILVA etal. (2017) com
2,5 U/mL em 48 horas e CARVALHO et al.
(2005) que obteve 7,6 U/mL ao utilizar
Aspergillus niger e 9,5 U/mL com Aspergillus
oryzae apo6s 48 h de incubacéo a 30 °C.

Apo6s executados todos 0s
experimentos previstos no planejamento
fatorial, foram observadas grandes diferencas
nas produgdes enzimaticas ao fazermos
mudancas em algum ou em todos os fatores do
planejamento. Desta forma, o resultado dos
experimentos obtidos, de acordo com seus
niveis baixos (-1), central (0) e altos (+1), segue
na Tabela 3.

O experimento 32 obteve a maior
atividade lipolitica de 1905,23 U/mL. Este
valor é extremamente superior quando
comparada com os estudos de HIOL et al.
(2000), que obtiveram 120 U/mL de atividade
lipolitica em cultivos otimizados de Rhizopus
oryzae incubado por 4 dias, de Tan et al. (2004)
com 500 U/mL a 28°C por 96 horas utilizando
Penicillium cammembertii e de Kaushik et al
(2010) utilizando Aspergillus terreus com
7,01 U/mL em 96 horas.

No experimento 13, obteve-se a
atividade lipolitica mais baixa (7,736 U/mL),
porém ainda é superior aos dados coletados por
COIMBRA etal. (2012), que obteve 6,22 U/mL
apos fermentacdo em meio liquido composto
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por farelo de trigo com 50% de umidade e por
PAGLIA et al. (2016) com 4,25 U/mL.

A estimativa de efeitos (Tabela 4)
avaliou os efeitos de recuperacao dos elementos
apds aplicacdo do planejamento fatorial 2°,
tendo como referéncia os valores determinados
na producéo de lipase via Aspergillus terreus
(IL-SOL 05). Nos efeitos estimados, encontra-
se: o “teste T” (distribuigdo de student), que é
usado para avaliar o nivel de confianga (95%)
em relagédo ao grau de liberdade.

Para serem significativos
estatisticamente, os valores encontrados devem
ser maiores que O teitico, S€Ndo assim foi
significativo o valor da média, os fatores
substrato, pH, temperatura e tempo, assim
como das interacfes agitagdo x substrato,
agitacdo x pH, agitacdo x temperatura,
substrato x pH e substrato x tempo.

A temperatura atuou com efeito
antagbnico no metabolismo do fungo, isto é,
qguanto maior o valor, pior serd a producdo
lipolitica do mesmo. Diferentemente ao
encontrado por TOMBINI et al (2015), onde o
tempo de cultivo néo teve efeito significativo ao
nivel de 95% de confianca sobre a atividade de
lipase. Em relacdo aos outros fatores e
interagdes  significativos, quando  estes
aumentarem, a producdo enzimatica também
aumentara, pois atuam com efeito sinérgico.

Mesmo que a agitacdo se faca
necessaria para ter-se uma  melhor
biodisponibilidade de nutrientes, conforme
CIHANGIR e SARIKAYA (2004) e SIRISHA
et al. (2010), a mesma sozinha ndo se mostrou
significativa. Entretanto, a interacdo desta com
outros fatores como temperatura, pH e substrato
foi extremamente significativa, como €
mostrado na Tabela 4.
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Tabela 3 - Atividade lipolitica usando IL SOL-05 nos pardmetros do planejamento 2°.
Atividade  Atividade

Teste Agitagdo Oleo (%) pH Temeeratura Tef“po lipolitica  especifica
(rpm) (°C) ©ias)  ymy  (Uimg)
1 -1 -1 -1 -1 -1 47,116 9,31
2 +1 -1 -1 -1 -1 51,59 7,49
3 -1 +1 -1 -1 -1 21,98 4,44
4 +1 +1 -1 -1 -1 164,98 16,02
5 -1 -1 +1 -1 -1 309,65 75,04
6 +1 -1 +1 -1 -1 32,31 23,09
7 -1 +1 +1 -1 -1 262,17 51,09
8 +1 +1 +1 -1 -1 20,03 1,92
9 -1 -1 -1 +1 -1 73,37 13,82
10 +1 -1 -1 +1 -1 44,04 13,79
11 -1 +1 -1 +1 -1 17,23 1,33
12 +1 +1 -1 +1 -1 - -
13 -1 -1 +1 +1 -1 7,74 0,41
14 +1 -1 +1 +1 -1 17,23 15,49
15 -1 +1 +1 +1 -1 39,58 17,79
16 +1 +1 +1 +1 -1 86,22 5,47
17 -1 -1 -1 -1 +1 1.485,88 270,65
18 +1 -1 -1 -1 +1 213,57 96,00
19 -1 +1 -1 -1 +1 251,00 1.165,81
20 +1 +1 -1 -1 +1 294,29 51,91
21 -1 -1 +1 -1 +1 72,53 10,64
22 +1 -1 +1 -1 +1 148,22 18,36
23 -1 -1 +1 -1 +1 1.596,06 626,47
24 +1 +1 +1 -1 +1 1.162,46 483,52
25 -1 -1 -1 +1 +1 145,15 11,36
26 +1 -1 -1 +1 +1 80,91 16,22
27 -1 +1 -1 +1 +1 137,61 69,72
28 +1 +1 -1 +1 +1 119,73 10,80
29 -1 -1 +1 +1 +1 102,56 10,66
30 +1 -1 +1 +1 +1 54,94 4,86
31 -1 +1 +1 +1 +1 43,77 2,69
32 +1 +1 +1 +1 +1 1.905,23 371,30
33(C) 0 0 0 0 0 1.632,09 136,01
34 (C) 0 0 0 0 0 406,56 30,21
35 (C) 0 0 0 0 0 567,15 44,78
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Tabela 4 - Efeitos estimados dos testes do planejamento fatorial 2° para produgdo de enzimas
lipoliticas usando Aspergillus terreus (IL SOL-05).

Variaveis Efeitos Teste T
Média/Interacao 298,081 21,22922
Agitacao -13,601 -0,46312
Substrato 202,220 6,88549

pH 169,515 5,77191
Temperatura -203,658 -6,93447
Tempo 413,667 14,08517
Agitacgéo x Substrato 186,545 6,35176
Agitacdo x pH 137,676 4,68780
Agitacdo x Temperatura 231,266 7,87450
Agitacdo x Tempo 31,703 1,07946
Substrato x pH 344,071 11,71547
Substrato x Temperatura 25,709 0,87537
Substrato x Tempo 198,578 6,76151
pH x Temperatura 35,386 1,20488
pH x Tempo 125,188 4,26260
Temperatura X Tempo -125,607 -4,27687

*Dados em negrito representam os fatores e interagdes significativos no sistema.

Desta forma, houve variagdo na
agitacdo dos experimentos que obtiveram
melhores resultados, pois, quando a interagédo
da agitacdo e temperatura aumentou,
obtiveram-se as duas maiores atividades
lipoliticas ~ (U/mL), identificadas  nos
experimentos 32 e 33. O efeito da temperatura
e do tempo influenciaram em atividades médias
como no experimento 23 e 17. Além disso, 0
aumento da interacdo entre agitacdo e pH
resultou em uma produgdo mais baixa no
experimento 24 comparado aos demais.

Ademais, o0s valores encontrados
mostraram-se superiores quando comparados a
outros autores como HIOL et al.(1999) que
utilizou Mucor hiemalis produzindo menos de
100 U/mL, TAN et al. (2004) produziu lipase a
partir do Penicillium camembertii obtendo 80
U/mL e a partir do Rhizopus sp. obtendo 579,4
U/mL de atividade lipolitica.

Os dados do planejamento geraram um
modelo com explicacéo de 60% dos fendmenos
através da analise de variancia (ANOVA). Para
validar o modelo, empregou-se o teste F, que é
usado para medir a precisdo. Quanto maior o F,
melhor, pois significa que os quadrados médios
do modelo sdo maiores que 0s quadrados

médios residuais.

Os valores obtidos do Teste F em
relacdo a regressdo e a falta de ajuste estdo

representados nas equacdes 2 e 3 abaixo.

Média quadritica da regressiao

Média quadriatica residuo

(Equacéo 1)

Média quadrética devido a falta de ajuste _

Média quadratica erro experimental

7331,91> F1 32 (Equacéo 2)

= 48,36> F1,33
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Como o valor encontrado a falta de
ajuste foi maior do que o esperado, tem-se se a
necessidade de ajustar o modelo pois, podem
haver varidveis que ainda ndo foram estudadas.
Entretanto, considera-se que o0 modelo
estatistico obtido foi adequado para a descrigdo
da producédo de lipase do Aspergillus terreus,
pois a varidvel explicada é igual a 60%.

A partir dos resultados encontrados no
teste F, obteve-se um modelo matematico da
atividade lipolitica significativo em um
intervalo de confianca de 95%, onde foram
incluidos os coeficientes correspondentes aos
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efeitos significativos, conforme apresentados
na Equacéo 3.

Atividade lipolitica (——) = 298,081 -
6,801x, + 101,110x, + 84,757x5 —
101,829x, + 206,833x5 + 93,272x¢ +
68,838x, + 115,633xg + 15,851xq +
172,035%,0 + 12,854x,; + 99,289x,, +
17,693x%,3 + 62,594%,, —
62,804x,5 (Equacéo 3)

Onde x; € agitacdo (rpm), x, é
substrato (%), x5 é pH, x, é temperatura (°C),
Xz € tempo (dias), x4 € interacdo agitacdo X
substrato, x, € interacdo agitacdo x pH, xg €
interacdo agitacdo x temperatura, X4 € interacéo
agitacdo x tempo, x;, € interagdo substrato x
pH, x4, € interacdo substrato x temperatura,
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interacdo pH x temperatura, x,,é interacdo pH
X tempo, x4 é interacdo temperatura x tempo.

A Equacdo 3 obtida através do software
Statistica encontra-se codificada. Dessa forma,
para fazer uso da mesma tem-se a necessidade
de utilizar os niveis (-1, 0, +1) correspondentes
aos valores dos fatores de interesse a serem
utilizados no modelo.

Por meio das superficies de resposta
(Figura 1 e 2), pode ser verificada uma
tendéncia de maior atividade lipolitica quando
empregada as condi¢fes de maior concentracao
do substrato e maior pH. De fato, observando-
se os resultados descritos na Tabela 1 e 2, os
melhores resultados de atividade de lipase
foram obtidos quando estes estavam nessas
condigdes.
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Figura 1 - Superficie de resposta de atividade enzimatica de lipase em diferentes faixas de agitagdo (rpm) e
tempo (dias) produzida por Aspergillus terreus em pH 11 e 10% de substrato em A) 25°C e em B) 45°C.

O efeito das varidveis agitacdo (rpm) e
tempo (dias) a 25°C é mostrado na Figura la.
Nos niveis méximos de agitacdo (150 rpm) e
tempo (8 dias) foram obtidas as mais elevadas
porcentagens de atividade lipolitica (2800
U/mL), com valores fixados de pH (11),
temperatura (25°C) e concentracdo de substrato
(10%).

Na Figura 1b é mostrado o efeito das
variaveis agitacdo (rpm) e tempo (dias) a 45°C.
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A superficie de resposta mostrou que o0 aumento
destas duas variaveis influenciou
favoravelmente na atividade lipolitica, com
aproximadamente 2800 U/mL.

Comparando os dois  gréficos
observou-se que ndo ha diferenca ao utilizar
25°C ou 45°C pois, obtém-se uma Otima
atividade enzimética em ambos. Isso ocorre
devido a interacdo temperatura X agitagdo ter
sido significativa conforme Tabela 4.
Consequentemente, ao aumentar a temperatura,
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a agitacdo também aumenta e entdo, a producéo
aumenta (figura 1a). Como a agita¢do nao foi
significativa e a temperatura possuir efeito
antagbnico a producdo, a atividade enzimatica
aumentara quando esta diminuir (Figura 1b).
Em temperaturas superiores a 45°C, foi
observada uma drastica reducdo da
porcentagem de atividade especifica devido a
inativacdo da enzima em  elevadas
temperaturas, ou seja, desnaturacdo da enzima
pelo calor (Murray et al., 2003). E em
temperaturas inferiores a 24 °C, a porcentagem
de atividade especifica poderia diminuir devido
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ao aumento da viscosidade da emulsdo pela
aglomeracdo das gotas de 6leo, favorecida com
a reducdo da temperatura.

De acordo com GULATI et al (1999) e
SHARMA et al (2005), para as lipases fungicas,
a faixa de temperatura encontrada para a
maxima producédo esta entre 25 a 40°C e para
KNOB et al (2015) encontrou-se de 5 a 45°C.
A partir dos resultados obtidos, observou-se
que a temperatura Otima foi de 25°C para
producdo de lipase via Aspergillus terreus, pois
possuiu efeito antagbnico ao processo e em
altas temperaturas a enzima desnatura.
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Figura 2 - Superficie de resposta de atividade enzimética de lipase em diferentes faixas de pH e concentracéo
de substrato produzida por Aspergillus terreus em 50 rpm e 8 dias em A) 25°C e em B) 45°C.

Nos niveis maximos de pH (11-12) e
concentracdo de substrato (9-10%) foi obtida a
maior atividade lipolitica (2000 U/mL) na
figura 2a, com valores fixados de tempo (8
dias), temperatura (25°C) e agitacdo (50 rpm).

Na Figura 2b, a superficie de resposta
mostrou que o aumento do pH e concentragéo
de substrato (%) influenciou em uma boa
atividade lipolitica (1600 U/mL), em 8 dias,
45°C e agitacdo (50 rpm).

A interacdo da agitagdo com os demais
fatores se faz necesséria para obter-se alta
atividade lipolitica. Como isso ndo ocorreu,
obteve-se uma baixa atividade conforme é
mostrado na figura 2a, onde a agitacdo e
temperatura encontram-se baixas assim como
na figura 4b, onde a agitacdo encontra-se baixa,
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mas a temperatura alta, entdo, as condi¢des ndo
estdo otimizadas para efetuarem uma boa
interacdo para a producéo.

Ao utilizar 50 rpm para producdo de
lipase observou-se que a faixa do pH e
concentracdo de substrato (%) permaneceram
alta. Em relacdo ao pH, enzimas lipoliticas
possuem Otima atividade em uma escala entre 3
a 12. De acordo com a literatura, o pH neutro é
geralmente definido como 6timo para atividade
lipolitica como pode ser verificado nos
trabalhos de TAN et al. (2003), ABBAS et al.
(2002), KAMINI et al. (1998) e FADILOGLU
etal. (1997), favorecendo, assim, o crescimento
celular.

Ademais, GULATI et al (2005), variou
0 pH do meio na faixa entre 3 a 10, onde 0s
resultados obtidos demonstraram que a
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atividade lipolitica maxima foi produzida em
pH 7, apesar de que o microrganismo fosse
capaz de crescer nas outras faixas de pH.

4. Concluséo

Ap6s identificar cinco fungos oriundos
do solo Amazbnico, a espécie Aspergillus
terreus foi considerado o melhor produtor de
lipase. Com o0s resultados obtidos no
planejamento fatorial completo, a melhor
condicdo para a producéo de lipase pelo IL-
SOL 05 em fermentacdo submersa foi
observada quando a temperatura se encontra
préxima de 25°C, pH 11, concentracao de 6leo
de fritura proximo de 5%, agitacéo de 150 rpm
e tempo variando entre 7 e 8 dias (experimento
21), em que nessas condigdes obteve-se 6tima
atividade lipolitica (1162,46 U/mL) sem a
necessidade de estressar o fungo . Além disso,
pOde-se obter uma visdo geral da estimativa de
efeitos e ANOVA. Assim, para a atividade
enzimatica da producdo de lipase por
Aspergillus terreus, o fator mais significativo é
0 tempo, em seguida a temperatura, a interacao
entre agitacdo e temperatura, substrato,
interacdo entre a agitacdo e o substrato e
interacdo entre agitacdo e o pH.
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