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RESUMO - Lipases sdo enzimas gque atuam na interface organica aquosa catalisando a
hidrdlise das ligacOes éster-carboxilases presentes em acilglicerois liberando acidos
organicos e glicerol, catalisando reacbes de esterificacdo, transesterificacdo ou
interesterificacdo. A obtencdo dessas enzimas € um processo caro devido aos altos
custos na producdo da lipase. Assim, visando diminuir estes custos, este trabalho tem
como objetivo estudar a influéncia da concentracdo de melago de soja (co-produto do
processo de secagem da proteina de soja) na producéo de lipase por Candida e otimizar
0 tempo de fermentacdo. Os testes para otimizacdo do tempo de fermentacdo foram
realizados em meio de cultura com pH 6 e concentracdo de melaco de soja de 200 g/L.
A atividade de lipase foi determinada pelo método de titulagdo com NaOH 0,05N. Os
resultados mostram que o melaco de soja € uma boa fonte de nutrientes na producéo de
lipase. A atividade lipolitica maxima de 5,25 U/mL foi alcancada em 12 horas de
fermentacdo submersa. Apds otimizar o tempo de producéo, avaliou-se a influéncia da
concentragdo de melaco de soja no meio para fermentagdo, obtendo-se os melhores
resultados na concentracdo de 250 g/L.
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INTRODUCAO

Enzimas s&o biocatalisadores com
propriedades que as tornam altamente
requisitadas. Por serem muito ativas e
versateis, realizam uma  seérie  de
transformacdes de maneira seletiva e rapida. A
grande vantagem das enzimas é que catalisam
as transformac6es moleculares sem ocorréncia
de reacOes paralelas, o que ocorre comumente
em sinteses quimicas, devido a sua

especificidade (Reed, 1975; Dziezak, 1991;
Patel, 2002; Pizarro & Park, 2003).
Triacilglicerol éster hidrolases (EC
3.1.1.3), nome sistematico das lipases, também
conhecidas como hidrolases, sdo enzimas que
realizam a catdlise na hidrélise de
triglicerideos de cadeia longa. Elas atuam na
interface organica aquosa catalisando a
hidrolise das ligagdes éster carboxilases
presentes em acilglicerois liberando &cidos
orgénicos e glicerol. Nestas condicgdes, as
lipases podem  catalisar  reacbes de



esterificacdo, transesterificagdo ou
interesterificacdo (Freire et al., 1997).

As lipases sdo utilizadas no
processamento industrial de gorduras e outros
lipideos e como aditivos em detergentes, sendo
que atualmente podem ser encontradas em
varios segmentos industriais. H4 um grande
potencial de aplicacdo dessas enzimas na area
bioenergética, no processo de
transesterificacdo enziméatica de Oleos e
gorduras na presenca de solventes para
producdo de biodiesel (Kontkanen et al.,
2004).

Atualmente, as enzimas lipoliticas
constituem 0 grupo mais importante de
enzimas com enorme potencial para aplicacfes
biotecnoldgicas, principalmente pelas lipases
de origem microbiana, sendo estas as mais
estudadas ultimamente. Isto se d& devido as
caracteristicas proprias destas enzimas, como a
estabilidade a altas temperaturas, ampla faixa
de atuacdo em relacdo ao pH, além da sua
seletividade na resolugdo de misturas
racémicas. No entanto, existem limitacdes para
a utilizagdo industrial da lipase microbiana,
como o custo para a sua obtencdo, que é
determinado pelo rendimento da producdo,
pelas condicbes do processo e pela
estabilidade da enzima (Hadeball, 1991;
Sharma et al., 2001).

Para que tais limitagdes sejam
solucionadas, alguns métodos tém sido
comumente empregados para aumentar a
produtividade do processo, um consiste na
selecdo do micro-organismo e otimizagdo das
condicdes de fermentacdo para aumentar a
atividade lipasica; o outro consiste na reducdo
do tempo de fermentacéo (Pinheiro, 2008).

As lipases podem ser produzidas através
da fermentacdo submersa (FS) ou pela
fermentacdo em estado sélido (FES). A FES
baseia-se no crescimento e metabolismo dos
micro-organismos em solidos umidos sem a
presenca de agua livre e a FS ¢é realizada em
meio de cultura liquida, com nutrientes
sollveis (Castilho et al., 2000).

Estdo sendo desenvolvidos estudos
envolvendo a utilizacdo de micro-organismos
e formas diferentes de produzi-los em meio de
fermentacdo submersa, o mais utilizado
industrialmente, na tentativa de se encontrar

condi¢des operacionais ideais para producdo
de lipases com maiores rendimentos.

Dentre os micro-organismos produtores
de lipases estdo os fungos filamentosos, 0s
mais utilizados nos processos biotecnoldgicos,
as bactérias e as leveduras.

Leveduras sdo fungos unicelulares
capazes de reproduzir-se vegetativamente por
brotamento das células ou, mais raramente, por
fissdo celular. Essa caracteristica confere as
leveduras a capacidade de multiplicar-se
rapidamente em ambientes liquidos, que
favorecem a dispersdo das células (Pitt &
Hocking, 1999). Apenas alguns géneros de
leveduras sintetizam lipases, sdo elas:
Candida, Saccharomyces, Saccharomycopsis,
Yarrowia e Geotrichum. (Hadeball, 1991).

A sintese de lipase pelos micro-
organismos é influenciada por vérios fatores,
como por exemplo: fonte de carbono; fonte de
nitrogénio; presenca de indutores, presenca de
estimuladores e inibidores; presenca de
agentes que afetam a interface Oéleo/agua;
temperatura de incubacdo, pH do meio de
cultura e indculo (Hadeball, 1991; Obradors et
al., 1993; Montesino et al., 1996; Dominguez
et al., 2003).

Devido a especificidade das lipases e sua
ampla aplicacdo tecnoldgica, verifica-se a
necessidade de investigar maneiras
economicamente viaveis de obtencdo dessas
enzimas, otimizando o processo produtivo das
mesmas.

A partir destes aspectos, neste trabalho,
realizou-se a otimizacdo do tempo da producéo
de lipase por Candida rugosa, por fermentacao
submersa em meio contendo como substrato o
melaco de soja (subproduto industrial
provenientes de plantas de processamento de
proteina isolada de soja), variando a
concentracdo de melacgo de soja.

MATERIAIS E METODOS

Materiais

As cepas de Candida rugosa utilizadas,
foram cedidas pela professora doutora Eliana
Setsuko Kamimura da Faculdade de Zootecnia
e Engenharia de Alimentos da USP. O melago
de soja foi obtido pela empresa processadora
de soja Selecta, localizada em Araguari/MG.



Composicdo do melaco de soja: O
melaco de soja foi caracterizado por Romao et
al. (2011). Os carboidratos, representando
60,8% da massa seca do melaco, incluem
principalmente sacarose (25,99%), estaquiose
(15,5%) e rafinose (11,74%). O melaco
também contém uma quantidade significativa
de proteinas (6,44%), lipidos (15,6%), e cinzas
(7,88%).

Meio de manutengdo dos micro-organismos

O meio de manutengdo dos micro-
organismos foi em meio Saboraud, composto
de 10 g/L de peptona bacteriologica, 40 g/L de
dextrose e 20 g/L de Agar. O micro-organismo
foi incubado a 34°C por 48 horas e apds este
tempo, mantido a 5°C em refrigerador.

Fermentacéo submersa

O meio para fermentacdo submersa para
otimizacdo do tempo de producéo de lipase foi
preparado com uma concentracdo de 200 g/L
de melaco de soja.

Os micro-organismos foram inoculados,
separadamente, em erlenmeyers de 250 mL
contendo 50 mL de meio e colocados sob
agitacdo em incubadora rotativa a 130 rpm e
25°C durante 120 horas. Durante este periodo
avaliou-se o melhor tempo para a producéo da
lipase retirando amostras a cada 2 horas.

Para verificar a influéncia da
concentracdo de melaco de soja no meio de
fermentacdo, o melaco foi diluido para as
concentracdes de 100 g/L, 150 g/L, 200 g/L,
250 g/L, 300 g/L e 350 g/L.

Determinagdo da atividade enzimatica da
lipase

A atividade enzimética da lipase foi
determinada por titulacdo com NaOH 0,05N,
medindo a concentracdo de acidos graxos
livres. A reacdo 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 tampé&o fosfato
de sodio 0,IM pH 7 e 1 mL do meio
fermentado centrifugado.

Agitou-se a solucdo por 30 minutos a
45°C com ajuda de um agitador magnetico. A

reacdo foi interrompida adicionando-se 10 mL
de solucdo acetona e etanol (1:1). Os &cidos
graxos liberados durante a reagdo foram
titulados na  presenca do indicador
fenolftaleina.

A atividade foi expressa em unidades de lipase
(U), correspondente a 1 umol de &cido graxo
liberado por minuto nas  condicdes
especificadas.

Determinagdo da atividade enzimatica da
protease

A atividade enzimética da protease foi
determinada reagindo 0,5 mL de azocaseina
1% e 03 mL de meio fermentado
centrifugado. Apdés 1 hora de incubacdo a
37°C em um banho termostatico, as amostras
foram resfriadas em temperatura ambiente.
Logo apo6s, adicionou-se 2,4 mL de &cido
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 absorbancia 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 meio
fermentado contendo a enzima.

Crescimento celular (Massa Seca)

O crescimento celular foi quantificado
realizando-se a massa seca. Apos centrifugar o
meio fermentado, lavou-se o centrifugado por
3 vezes com agua destilada e, em placa de
petri, colocou-se para secar em estufa a 90°C
por 48 horas. Ap6s o tempo decorrido
colocou-se as placas com a massa seca em
dessecador contendo silica, por 2 horas,
pesando as posteriormente.

A massa seca foi expressa em gramas
por litro.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados obtidos a partir dos testes
realizados a fim de otimizar o tempo da
producdo de lipase em melago de soja séo
apresentados na Figura 1.
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Figura 1 - Resultados das andlises fisico-
quimicas realizadas com melaco de soja
fermentado com Candida rugosa.

Observa-se que a atividade de lipase, no
meio fermentado por Candida rugosa,
aumenta até o tempo de 12 horas de
fermentacdo, alcancando o valor de 5,3 U/mL,
a partir de 48 horas de fermentacdo, comeca
uma leve diminuicdo na sua atividade.
Analisando os resultados da atividade de
protease podemos concluir que seu aumento,
apos as 48 horas de fermentacdo, nao
influencia na diminuicdo da atividade de
lipase. Os resultados de massa seca mostram
que houve crescimento celular nas primeiras
36 horas de fermentacdo, quando se alcangou
um valor de 9,9 g/L, a partir dai se manteve
praticamente constante.

Para os testes realizados variando-se a
concentracdo de melaco de soja no meio de
fermentacgdo, obteve-se uma melhor atividade
de lipase de 6,3 U/mL, também para a
concentragdo de 250 g/L de melago de soja,
como mostra na Figura 2.
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Figura 2 — Resultados das anélises fisico-

quimicas realizadas com melaco de soja

fermentado com Candida rugosa, variando a

concentracao.

As atividades de lipase observadas neste
trabalho apresentam resultados promissores
para producdo de lipase microbiana a partir de
melaco de soja em fermentacdo submersa. Os
valores de atividade de lipase obtidos pela
fermentacdo por Candida rugosa sdo
superiores aos encontrados por Dalmau et al.
(2000), que alcangaram uma méaxima atividade
de lipase no valor de 5,3 U/mL, com é&cido
palmico como substrato, assim como
Rajendran et al. (2008) que chegaram a um
resultado méaximo de atividade de lipase de 3,8
U/mL.

CONCLUSAO

A partir dos resultados alcancados pelos
ensaios realizados neste trabalho, foi possivel
concluir que o tempo 6timo encontrado, para
producdo de lipase em melagco de soja, foi de
12 horas, quando se obteve uma atividade de
lipase maxima de 5,3 U/mL, mantendo-se
constante por mais 24 horas e decrescendo
apos esse tempo. Nesse caso, a atividade de
protease néo interferiu na atividade de lipase.

Em relacdo a concentracdo de melaco de
soja, obteve-se em uma concentracéo de 250,0
g/L uma atividade de lipase 6tima de 6,3
U/mL.
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