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RESUMO - Atualmente, as lipases constituem o grupo mais importante de enzimas com enorme
potencial de aplicacdo na area biotecnoldgica, principalmente no processo de transesterificacao
enzimatica para producao de um biodiesel mais puro e com pouca geracao de residuos, porém este é
um processo caro devido aos altos custos na producdo da lipase. Destacam-se as lipases de origem
microbiana, pelas caracteristicas proprias como a estabilidade a altas temperaturas, ampla faixa de
atuacdo em relacdo ao pH, além da sua seletividade na resolucdo de misturas racémicas. Entretanto,
ha limitacbes em sua aplicacdo industrial, como o custo de obtencdo que é determinado pelo
rendimento da producdo, pelas condigdes do processo e pela estabilidade da enzima. Neste
contexto, este trabalho tem como objetivo estudar a influéncia do pH na producéo de lipase em
meio contendo melago de soja, por Geotrichum candidum, visando aumentar a produtividade do
processo, diminuindo custos. Os testes foram realizado num tempo de 24 horas de fermentacéo
submersa com concentracdo do melacgo de soja, no meio, de 200 g/L numa temperatura de 30°C. A
atividade de lipase foi determinada por titulagdo com NaOH 0,05N. A atividade lipolitica maxima
alcancada foi de 11,4 U/mL em meio de pH 3.
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INTRODUCAO

Lipases pertencem ao grupo das
hidrolases que catalisam a conversdo de
triacilglicer6is a acidos graxos livres e
glicerol.  Possuem significante potencial
biotecnoldgico como catalisadores em reacdes
de sintese organica em meio ndo aquoso
utilizando processos simplificados com altos
rendimentos. A producdo de lipases tem sido
realizada, usualmente, por processo
fermentativo submerso; entretanto, o processo
em fase solida também tem se mostrado

*Bolsista CNPq. (exemplo)

promissor, quando sdo utilizados residuos
como fontes de substrato que sdo nutrientes de
baixo custo. As lipases microbianas podem ser
utilizadas como aditivos em alimentos para
modificar e realcar as  propriedades
organolépticas, como também em detergentes
para hidrolisar gorduras, no tratamento de
efluentes oleosos, e ainda, nas industrias
farmacéuticas, de cosméticos, agroquimicas e
oleoquimicas. Recentemente, as lipases tém
sido utilizadas em reacoes de
transesterificacdo para converter Oleos em
biodiesel.



O melago de soja € um subproduto
gerado pela evaporacdo do liquido
remanescente da secagem da proteina
concentrada de soja, com alta concentragéo de
acucares, nitrogénio, acidos  graxos,
aminoécidos e minerais. Pelo subproduto em
questdo ter um custo baixo e uma composicao
favoravel a producéo de lipase torna viavel sua
utilizacdo nesta pesquisa.

No presente trabalho foi avaliado a
influéncia do pH do melago de soja na
producéo de lipase por Geotrichum candidum.

MATERIAIS E METODOS

Micro-organismos: As fermentacdes
foram realizadas utilizando culturas de
Geotrichum candidum cedidas pela professora
doutora Eliana Setsuko Kamimura da
Faculdade de Zootecnia e Engenharia de
Alimentos da USP-Brasil. O melaco de soja
foi obtido pela empresa processadora de soja
Selecta, localizada em Araguari/MG- Brasil.
Os micro-organismos foram cultivados em
meio Sabourand, composto de 10 g/L de
peptona bacteriologica, 40 g/L de dextrose e
20 g/L de Agar bacteriolégico. Incubados a 34
+ 1°C por 48 horas e apds este tempo,
mantidos a 5 + 1°C em refrigerador.

Fermentacdo submersa: Duas etapas
foram realizadas para o estudo do melaco de
soja como meio de producdo. Primeiramente,
foram realizados testes preliminares para
comparar com os resultados obtidos por Ho et
al. (2004), onde o meio foi composto de
melaco de soja em concentracdo de 200g/L e
pH inicial de 6,15.

Para analisar a influéncia das variaveis
foi realizado um Planejamento Composto
Central com 3 réplicas no ponto central. Tais
varidveis sdo, concentracdo de melaco de soja,
pH inicial do meio e temperatura da
fermentacao.

O melaco foi  variado  nas
concentragbes de 100g/L, 150g/L, 200g/L,
250g/L, 300g/L e 350g/L e o pH ajustado com
hidroxido de sodio 1N e &cido fosforico 1N.

A fermentacdo foi realizada em
erlenmeyers de 250 ml com 50 ml de meio,
tudo isso em uma incubadora rotativa a 130
rpm e 25° C durante 24hrs.

Planejamento Composto Central: O
objetivo foi o estudar o efeito que as variaveis,
concentragdo e pH, influenciavam na produgéo
de lipase, avaliando, enfim, a atividade de
lipase. A letra grega utilizada foi o a, sendo 0s
extremos -a e +a, e assim respectivamente nas
condicdes, concentracdo de 100g/L de melaco
de soja, pH de 2,5 e temperatura de 25°C e
300g/L de melaco de soja, pH de 3,5 e
temperatura de 35°C. O alfa de rotatividade foi
calculado pelo software STATISTICA 7.

Andlises fisico-quimicas: Apds a
fermentagdo avaliou-se a atividade de lipase,
de protease e o crescimento celular.

A atividade enzimaética da lipase foi
determinada por titulagdo com NaOH 0,05N,
medindo a concentragdo de A&cidos graxos
livres. A reacéo foi realizada em erlenmeyers
de 125 mL com 5 mL de emulsdo composta de
25% azeite de oliva e 75% goma arabica (7%
p/v) como substrato, 2 mL de tampdo fosfato
de sodio 0.1M, pH 7 e 1 mL do caldo
fermentado centrifugado. Agitou-se a solugéo
por 30 minutos a 45°C com ajuda de um
agitador magnético. A reacdo foi interrompida
adicionando-se 10 mL de solucdo acetona e
etanol (1:1). Os acidos graxos liberados
durante a reacdo foram titulados na presenca
do indicador fenolftaleina. A atividade foi
expressa em unidades de lipase (U),
correspondente a 1 pmol de &cido graxo
liberado por minuto nas  condicGes
especificadas (Tommaso et al., 2010).
Atividade enziméatica da protease foi
determinada reagindo 0.5 mL de azocaseina
1% e 03 mL de caldo fermentado
centrifugado. Apds 1 hora de incubacdo a
37°C em um banho termostatico, as amostras
foram resfriadas em temperatura ambiente.
Logo apds, adicionou-se 2.4 mL de 4cido
tricloacético 10% e centrifugou-se a mistura a
3000 rpm por 15 minutos. Adicionou-se 2.4
mL de NaOH 1N em 1.6 mL do sobrenadante
resultante, e a absorbéncia foi lida em
espectrofotobmetro a 440 nm. A atividade foi
expressa em unidade de protease (U), definida
como a quantidade de enzima necessaria para
obter uma diferenca de absorbancia de 1
U/mL.min de caldo enzimatico (Tommaso et
al., 2010).




RESULTADOS E DISCUSSOES

Apo6s os testes preliminares foram
estabelecidos relagGes entre os resultados para
estabelecer o ponto central, a qual apresentava
melhor atividade lipolitica. Na obtengdo desses
resultados foi construida duas tabelas e
proporcionado os resultados da atividade de
lipase (U/ml), protease (U/ml.min) e
crescimento celular (g/l), assim estabelecido a
melhor concentracdo de melaco em que o
Geotrichum candidum age, bem como o pH.
Abaixo segue a tabela 1, referida no texto.

Tabela 1 — Resultados obtidos variando pH

2 0,95 0,377 2,126
2,5 2,05 0,342 3,942
3 11,40 0,317 11,009
3,5 9,60 0,350 12,892
4 7,75 0,365 15,607
4,5 6,40 0,381 12,608
5 5,20 0,327 19,266
6 6,75 0,311 9,515
7 4,75 0,401 11,594
8 4,20 0,405 12,801
9 3,50 0,420 13,013

Através dos dados coletados, com uma forma
mais simples e facil de se observar a atividade
de lipase, protease e crescimento celular que o
Geotrichum candidum foram feitos os grafico
1, 2 e 3, seguinte abaixo:
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Figura 1 — Grafico da Atividade de Lipase
em relacdo a variacéo de pH
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Figura 2 — Grafico da Atividade de protease
em relacdo a variacdo de pH
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Figura 3 — Grafico do crescimento celular
em relacéo a variacdo de pH

CONCLUSAO

Apos a validacdo do ponto selecionado
dentro da regido de otimizacao, conclui-se que
para 0 Geotrichum candidum, tem-se uma
melhor atividade de lipase na fermentagdo
conduzida com pH inicial de 3.5.
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