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Resumo. O objetivo deste trabalho foi utilizar o fa-
relo de cacau para obtengao de lipase fiingica pro-
duzida por intermédio da fermentagao em estado
solido, por Aspergillus niger. A concentracao de es-
poros utilizada foi de 107 esporos/g de substrato. As
fermentagoes foram conduzidas em estufa bacterio-
logica a 35°C, com teor de agua inicial de 60% e va-
riando o tempo de fermentagao até 96 horas. A de-
terminagao da atividade enzimatica, pH, atividade
de agua e umidade foram efetuadas no intervalo de
24 horas. O ponto maximo da atividade enzimatica
foi de 11,67 U/g, em 48 horas de fermentagao. Apds
esse periodo foi observado a redugao na producao
enzimatica. Os valores de umidade e atividade de
agua decresceram durante o processo fermentativo
enquanto que o pH se manteve constante.

Palavras-chave: atividade de agua, tempo de fer-
mentagado, fermentacdao em estado sélido.

Abstract. The aim of this study was to use cocoa
meal as substrate for obtaining fungal lipase pro-
duced by solid state fermentation by Aspergillus ni-
ger. The spore concentration used was 107 spores/g
substrate. Fermentations were conducted in a bacte-
riological incubator at 35°C with an initial moisture
content of 60% and the fermentation time was 96
hours. The determination of enzyme activity, pH,
water activity and moisture were taken every 24
hours. The higher enzyme activity was quantified
11.67 U/g after 48 hours of fermentation. After this
time there was reduction in enzyme production.
The moisture content and water activity decreased
during the fermentation process and the pH re-
mained constant.

Key words: water activity, fermentation time, solid-
state fermentation.
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Introducao

As lipases (triacilglicerol hidrolases EC
3.1.1.3) sao enzimas que promovem a hidro-
lise de triglicerideos. Esse tipo de reagao qui-
mica encontra aplicagdo em diversos produ-
tos industriais como detergentes, alimentos,
aromas, flavorus. Essas aplica¢des industriais
impulsionam diversos estudos sobre as lipa-
ses. No entanto, sua utilizacao é reduzida de-
vido aos altos custos de producdo (Contesini
e Carvalho, 2006; Hasan et al., 2006; Snellman
et al., 2002).

A producao da lipase por métodos biotec-
noldgicos se destaca, e entre esses a fermen-
tacdo em estado sélido (FES), tem sido am-
plamente utilizada devido a simplicidade do
processo, sendo sugerida como um fator de re-
dugao destes custos (Nandini e Rastogi, 2009).

Uma das principais caracteristicas da Fer-
mentag¢ao em Estado Sélido (FES) é a utilizacao
de substratos com baixa atividade de agua, na
qual as condig¢des de crescimento aproximam-
se do habitat natural de fungos, o que facilita
o crescimento desses no substrato solido e a
producao de grandes quantidades de enzimas.
Os residuos gerados nos processos agroindus-
triais podem ser utilizados como substrato
para o crescimento celular. A matéria organica
presente neste material € usada como fonte de
energia para o crescimento e o carbono para
a sintese de biomassa celular e dos produtos
do metabolismo microbiano (Menoncin ef al.,
2009; Rigo et al., 2010).

O objetivo deste trabalho foi utilizar o fa-
relo de cacau como matéria-prima para pro-
ducao de lipase fingica por fermentagao em
estado solido com o fungo Aspergillus niger.

Materiais e métodos

O farelo de cacau foi adquirido em agroin-
dustrias, localizadas no sul da Bahia. O resi-
duo foi triturado em um moinho de facas tipo
WILLY (ACB Labor), com peneira de 1,25cm
de diametro.

O microrganismo estudado foi o fungo fi-
lamentoso Aspergillus niger, proveniente do
Laboratdrio de Reaproveitamento de Residu-
os Agroindustriais (LABRA) da Universidade
Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB), cam-
pus de Itapetinga. A cultura esporulada em
agar-agar (VETEC), PDA (VETEC) e dleo de
oliva (GALLO) foi suspensa em solugdo de
em tampao fosfato de soédio — 50 mM, pH 7,
sendo nesta efetuada a contagem do nimero

de esporos em suspensao, utilizando camara
de Neubauer dupla espelhada e microscopio
binocular BIOVAL L1000 (Gutarra et al., 2009).

Nos erlenmeyers foram adicionados 15 g de
farelo, acrescido de agua esterilizada até o teor
de 60% (p/p). A concentragdo de esporos uti-
lizada foi de 107 esporos/g de solido. As fer-
mentagdes foram conduzidas em estufa bac-
teriologica modelo SL 101 SOLAB a 35°C, e o
tempo maximo de fermentacao foi de 96 horas.
A determinagao da atividade enzimatica, pH,
atividade de agua e umidade foram efetuadas
a cada 24 horas.

Quantificacdo da atividade lipasica

A atividade lipasica foi determinada por
método titulométrico, utilizando como subs-
trato para dosagem da atividade, 6leo de oliva
(5% m/v) emulsionado por trés minutos com
goma arabica (10% p/v) em tampao fosfato de
sodio 100 mM pH 7,0. A 19 ml desta emulsao
contidos no erlenmeyers de 125 mL, foi adicio-
nado 1 mL da amostra. Apds a incubacao em
um agitador rotatorio (QUIMIS) por 20 minu-
tos a 35°C e 200 rpm, a reagao foi interrompida
e os acidos graxos foram extraidos pela adigao
de 20 mL de uma soluc¢ao de acetona/etanol
(1:1 v/v). Os acidos graxos foram, entao, titu-
lados com uma solucao de NaOH (0,04 M) até
pH 11.

Os brancos reacionais foram preparados
colocando-se 1 mL da amostra apds a incu-
bacdo e a adicdo da solugdo acetona/etanol,
realizando assim a titulagdo. As dosagens de
atividade foram feitas em triplicata e a média
aritmética dos valores encontrados foi utiliza-
da para o calculo da atividade lipasica (Gutar-
ra et al., 2009).

Uma unidade de atividade enzimatica (U)
corresponde a quantidade de enzima que pro-
duz 1 mmol de acido graxo por minuto nas
condicOes descritas acima, que pode ser deter-
minada por meio da equagao 1 (Menoncin et
al., 2009).

A=|:f(\"a—\'b)x Mx looﬂ ) \’d}
L tx Ve J (1)

m x | As
Onde:

A = atividade lipasica (U/g);
Va = Volume da amostra titulada (mL);
Vb = Volume do branco titulado (mL);
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Vc = Volume da amostra usada na reacao
(mL);

Vd = Volume do tampao usado para a ex-
tracao (mL);

t=Tempo de reacdo (min);

M = Molaridade da solucao de NaOH;

m = massa contida no erlenmeyer (g);

As =Massa da amostra seca (g);

Au =Massa da amostra iimida (g).

Os resultados obtidos em fungao do tempo,
foram submetidos a analise de regressao reali-
zada com auxilio do Programa SigmaPlot 10.0.

Resultados e discussao

A maior atividade lipasica (Figura 1) foi
de 11,67 U/g, sendo a produtividade de 0,24
U/g.h no tempo de 48 horas. De acordo com
os dados obtidos, observou-se que a maior ati-
vidade lipasica encontrada foi de 11,67 U/g,
sendo a produtividade de 0,24 U/g.h no tempo
de 48 horas. A redugao da atividade lipésica
ocorreu apos 48 horas, sendo estas de 41,7%
e 86,1%, para 72 e 96 horas, respectivamente.

Mala et al. (2007), utilizando o fungo As-
pergillus niger e uma mistura dos residuos de
farelo de trigo e de torta de gergelim como

substrato, obtiveram maxima atividade li-
pasica de 384,3 U/g apos 72 horas. A encon-
trada por Falony et al. (2006) foi de 9,14 U/g
utilizando o mesmo fungo e somente farelo
de trigo como substrato, no mesmo tempo de
fermentacgao. Por sua vez, Kamini et al. (1998),
utilizando o mesmo fungo e diferentes resi-
duos agroindustriais, constataram maiores
atividades lipasicas em 72 horas (363 U/g) em
torta de 6leo de gengibre.

A umidade é um fator critico para o cresci-
mento de fungos em substrato sélido. Como
a quantidade de agua é sempre limitada, o
controle do nivel de umidade é essencial para
a otimizagdo do processo em estado solido.
O teor de dgua adequada para o substrato deve
permitir a formagao de um filme de dgua na
superficie, para facilitar a dissolucao e a trans-
feréncia de nutrientes e oxigénio. Entretanto,
0s espagos entre as particulas devem permane-
cer livres para permitir a difusdo de oxigénio
e a dissipacdo de calor (Gervais e Molin, 2003;
Sanchez, 2009).

Conforme observado neste trabalho, a re-
dugao da atividade enzimatica, apds 48 horas,
pode ser atribuida a redugdo significativa da
atividade de agua que também ocorre apds
esse tempo de fermentagao. Nesse caso, a re-
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Figura 1. Cinética da fermentagao do fungo Aspergillus niger em farelo de cacau a 35°C e

60% de umidade inicial.

Figure 1. Aspergillus niger kinetics fermentation in cocoa meal at 35% and 60% of initial

moisture.

Notas: B Atividade lipasica (U/g); A Umidade (%m/m); e Atividade de agua; ¢ pH.

26 Estudos Tecnoldgicos em Engenharia, vol. 8, N. 1, p. 24-27, jan/jun 2012



Graziella Amorim, Tamires dos Santos, Clissiane Pacheco, Isadora Barreto, Denise Maria Freire, Marcelo Franco

ducédo da atividade e dgua pode estar influen-
ciando a dispersao de nutrientes, o que afeta o
crescimento microbiano e consequente excre-
¢do de enzimas.

Conclusao

O fungo Aspergillus niger foi capaz de ex-
cretar cerca de 11,67 U/g de lipase durante a
fermentagao do farelo de cacau, ap6s 48 horas.
Os valores de umidade e atividade de 4gua de-
cresceram durante o processo de fermentacao,
enquanto que o pH se manteve estavel. A en-
zima lipase pode ser obtida por fermentagao
em estado sélido, com o fungo Aspergillus ni-
ger, utilizando o farelo de cacau como matéria-
prima, apresentando atividade de dgua como
fator limitante.
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