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Resumo

As lipases microbianas sdo enzimas amplamente utilizadas em

varios setores da industria e sao tradicionalmente produzidas por
fermentacao submersa. Entretanto, a fermentacao no estado sélido
(FES) possui como vantagem a possibilidade de utilizacdo de residuos
agroindustriais como substratos, o que reduz o custo de producao da
enzima. Neste trabalho, estudou-se a producao de lipases pelo fungo
filamentoso 149, usando farelo de trigo (FT), 6leo de soja (indutor
de producao de lipases) e quatro residuos da agroindUstria do dendé
como substratos para cultivo em FES: torta de palmiste (TP), fibra
de prensagem de dendé (FD), borra do decantador (BD) (residuo da
extracao do 6leo de dendé) e borra de refino de 6leo de dendé (BR).
O fungo 149 foi cultivado em frascos, nas misturas de substratos: a)
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FT 100%; b) FT 80% e TP 20%; c) FT 50% e TP 50%; d) FT 80%

e FD 20%; e) FT 50% e FD 50%; f) FT 80% e BD 20%; g) FT 50%

e BD 50%; h) FT 80% e BR 20%; i) FT 50% e BR 50%. Os frascos
foram incubados por 7 dias a 30 °C. As atividades lipoliticas mais altas
foram obtidas quando o microrganismo foi cultivado na mistura de 80%
de farelo de trigo e 20% de borra do decantador (239 =16 U-gss™),

na mistura de 80% de farelo de trigo e 20% de borra de refino (182
+44 U-gss™) e na mistura de 80% de farelo de trigo e 20% de torta de
palmiste (161 +=23 U-gss™).

Termos para indexacdo: lipases microbianas, fermentacao no estado
so6lido, residuos, dendé.



Use of Residues from
Palm Oil Agroindustry as
Substrates for Microbial
Lipases Production

Abstract

Microbial lipases are enzymes widely used in various industry sectors
and are traditionally produced by submerged fermentation. However,
solid state fermentation (SSF) has the advantage of being able to use
agro-industrial residues as substrates, which reduces the production
cost of the enzyme. In this work we studied lipase production by
fungal strain 149 using wheat bran (WB), soybean oil (inducer of lipase
production) and four residues from palm oil agro-industry as substrates
for cultivation in SSF: palm kernel cake (PKC), palm pressed fibre (PF),
palm oil decanter cake (PDC) (residue from palm oil extraction), and
palm oil sludge (POS) (alkaline sludge from refining of palm oil). The
fungal strain was cultivated in flasks by solid state fermentation in the
mixtures of substrates: a) WB 100%; b) WB 80% and PKC 20%; c)
WB 50% and PKC 50%; d) WB 80% and PF 20%; e) WB 50% and PF
50%; f) WB 80% and PDC 20%; g) WB 50% and PDC 50%; h) WB
80% and POS 20%; i) WB 50% and POS 50%. Flasks were incubated
for 7 days at 30 °C. Highest lipase activities were obtained when the
microorganism was cultivated on 80% of wheat bran and 20% of palm
oil decanter cake (239 =16 U-gss™), on 80% of wheat bran and 20%
of palm oil sludge (182 +44 U-gss') and on 80% of wheat bran and
20% of palm kernel cake (161 =23 U-gss-').



Index terms: microbial lipases, solid state fermentation, residues, oil
palm.
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Introducao

Lipases (EC 3.1.1.3) sao biocatalisadores capazes de atuar em diversos
tipos de reacdes, como a hidrélise de triacilglicerdéis, a esterificacao,

a interesterificacdo e a transesterificacdo (VILLENEUVE et al., 2000).
As lipases estao entre as enzimas comerciais com maior nimero de
aplicacdes industriais/biotecnolégicas. Tém aplicacdes em inddstrias
como as de detergentes, de alimentos, de polpa e papel, farmacéutica e
de quimica fina (JAEGER; EGGERT, 2002).

As lipases podem ser obtidas por meio de microrganismos,

plantas e animais. Entretanto, a producao industrial de lipases por
microrganismos é predominante, visto que sdo organismos mais faceis
de manipular e seu crescimento é rapido. A producao de lipases e

de enzimas microbianas em escala industrial se faz majoritariamente
por fermentacao submersa, em que os meios de cultivo sao

liquidos contendo nutrientes solubilizados. Entretanto, outro tipo

de fermentacao que pode ser utilizado para produzir enzimas é a
fermentacao no estado sélido (FES). A FES envolve o crescimento de
microrganismos em substratos sélidos Umidos, nos quais a fase aquosa
é descontinua e a maior parte do espaco interparticulas é preenchida
pela fase gasosa, facilitando o processo de transferéncia de oxigénio
(LONSANE et al., 1985). A grande vantagem da FES é a possibilidade
de utilizacao de residuos agroindustriais como substrato, que sdao, em
geral, ricos em nutrientes. Assim, a FES tem despertado o interesse
de paises com abundancia de residuos agroindustriais, visto que estes
podem ser utilizados como substratos de baixo custo para geracao de
bioprodutos de maior valor agregado, como as enzimas microbianas
(GOMBERT et al., 1999).

Neste trabalho, utilizou-se farelo de trigo e residuos da cadeia do
dendé para produzir lipases a partir de um fungo filamentoso isolado de
frutos de dendé. Os resultados apresentados neste trabalho ja foram
publicados nos Anais do XXI Simpésio Nacional de Bioprocessos —
SINAFERM 2017 (CARNEIRO et al., 2017).
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Materiais e métodos

Substratos

Os substratos utilizados para compor os meios de cultivo para a
fermentacao no estado sélido (FES) utilizando o fungo 149 foram:
farelo de trigo (FT), torta de palmiste (TP), fibra de prensagem de
dendé (FD), borra do decantador (BD) (residuo da extracdo do dleo de
dendé) e borra de refino de 6leo de dendé (BR). A fibra de prensagem
do dendé e a borra do refino do 6leo de dendé foram gentilmente
doadas pela Agropalma, Belém, Brasil. A torta de palmiste e a borra
do decantador foram gentilmente doadas pela Denpasa, Belém, Brasil.
O farelo de trigo foi adquirido da Bunge. O 6leo de soja refinado foi
adquirido da marca Soya.

Microrganismo

O microrganismo utilizado no estudo foi o fungo filamentoso 149,
isolado de frutos de dendé e incorporado a Colecdo de Microrganismos
e Microalgas aplicados a Agroenergia e Biorrefinarias da Embrapa
Agroenergia. O fungo foi crescido em placas de Petri em meio PDA
(potato dextrose agar) a 28 °C por 10 dias.

Fermentacdo no Estado Sélido (FES)

Para a fermentacao no estado sélido, 4 g (massa seca) de substratos
e/ou combinacdes foram adicionados a frascos Erlenmeyer. Os
substratos testados foram misturados nas seguintes proporcoes: a)

FT 100%; b) FT 80% e TP 20%; c) FT 50% e TP 50%; d) FT 80% e
FD 20%; e) FT 50% e FD 50%; f) FT 80% e BD 20%; g) FT 560% e
BD 50%; h) FT 80% e BR 20%:; i) FT 50% e BR 50%. Os substratos
foram umedecidos (57% de umidade) com solucao tampao fosfato de
sédio 100 mmol-L", pH 7. Aos substratos foram adicionados 5% (m/m)
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de 6leo de soja como indutor para a producao de lipases. Cada frasco
foi inoculado com 1 mL de uma suspensao de esporos do fungo 149

contendo 4x107 esporos. Os frascos foram incubados a 30 °C por 7

dias. Os experimentos foram realizados em triplicata.

Extracao da lipase

Para a extracao da lipase, adicionou-se 20 mL de uma solucao extratora
aos frascos contendo o sélido fermentado. A solucao consistiu em
tampao fosfato de sédio 50 mmol-L", pH 7 com 4,44 g-L' de Triton
X-100. Os frascos foram mantidos em agitador orbital por 1 h a

32 °C e 190 rpm. Apds a extracao, filtrou-se a mistura, e o filtrado

foi centrifugado a 4 °C por 10 min a 10.600 x g. O sobrenadante,
denominado extrato bruto, foi utilizado para determinacao da atividade
lipolitica.

Determinacao da atividade lipolitica

O método utilizado para determinacao da atividade lipolitica foi o

de hidrélise do palmitato de p-nitrofenila (opNPP), que se baseia no
método inicialmente descrito por Winkler e Stuckmann (1979). Para

o ensaio, 1 mL da solucédo A (palmitato de p-nitrofenila 3 mg-mL"' em
isopropanol) foi adicionado a 9 mL de solucdo B (4,44 g-L ' de Triton
X-100 e 1,11 gL' de goma ardbica em tampé&o fosfato de sédio

50 mmol-L-1, pH 7) lentamente, com agitacao intensa. Uma aliquota
de 0,9 mL dessa mistura foi transferida para uma cubeta e adicionou-
-se 0,1 mL de extrato bruto. A liberacdo do p-nitrofenol (oNP), de
coloracao amarela, foi acompanhada a 410 nm, a 37 °C, a cada 10 s,
por 1 min. Uma unidade de atividade enzimatica é definida como a
quantidade de enzima que promove a liberacdo de 1 ymol de pNP por
minuto. A atividade enzimatica foi calculada a partir do coeficiente de
absortividade molar do pNP, obtido a partir de uma curva de calibracao
do pNP nas mesmas condicGes do ensaio. A atividade foi expressa por
unidades por grama de substrato seco (U-gss™).

11
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Resultados e discussao

Os residuos da agroindustria do dendé foram utilizados como fonte
de nutricdo para fungo 149 para a producao da lipase. Os residuos
foram adicionados em diferentes proporcoes ao farelo de trigo, que
foi utilizado como fonte proteica. A quantidade de 6leo de soja foi a
mesma para todos os experimentos (5% m/m). Apéds aplicacdo de
Teste de Tukey, com nivel de significancia de 5%, verificou-se que as
atividades lipoliticas para os experimentos contendo torta de palmiste
(TP) e fibra de prensagem de dendé (FD) misturados ao farelo de trigo
(FT) (independente da proporcao) foram estatisticamente iguais ao
experimento em que se utilizou somente farelo de trigo (Figura 1).
Assim, esses residuos poderiam substituir parte do farelo de trigo do
meio, reduzindo os custos do cultivo sem perda na atividade lipolitica.

As atividades lipoliticas mais altas foram obtidas quando o
microrganismo foi cultivado na mistura de 80% de farelo de

trigo e 20% de borra do decantador (BD) (239 +16 U-gss”), na
mistura de 80% de farelo de trigo e 20% de borra de refino (BR)
(182 =44 U-gss™) e na mistura de 80% de farelo de trigo e 20%

de torta de palmiste (TP) (161 +23 U-gss™) (Figura 1). A borra do
decantador e a torta de palmiste devem ter ajudado na inducéao da
producao de lipases por conter lipidios (ambas contém cerca de 10%
de material graxo). Entretanto, quando se aumentou a proporcao

de borra do decantador em relacado ao farelo de trigo (50% de cada
substrato), houve uma reducdo dréastica na atividade lipolitica, o que
pode ter sido causada por alguma substancia inibidora presente na
borra do decantador. A borra do refino do 6leo de dendé possui uma
quantidade significativa de material graxo (98%) e por isso também
deve ter ajudado na inducao da producao de lipases, quando utilizado
na quantidade de 20%. Entretanto, quando aumentada para 50%

na mistura, a atividade lipolitica do extrato bruto caiu drasticamente
para 2,4 U-gss™ (Figura 1), possivelmente porque a transferéncia de
oxigénio foi dificultada, devido a quantidade excessiva de material
graxo no meio.
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Figura 1. Atividade lipolitica dos extratos brutos dos cultivos do fungo 149 utilizando
residuos da agroindustria do dendé como substratos. FT (farelo de trigo), TP (torta de
palmiste), FD (fibra de prensagem de dendé), BD (borra do decantador) e BR (borra de
refino de dleo de dendé). Todas as condicdes foram adicionadas de 6leo de soja 5%

(m/m). Condigdes de cultivo: 30 °C, 7 dias.

Outros autores também ja utilizaram residuos da agroindustria do
dendé para a producao de lipases. Penha et al. (2016), por exemplo,
utilizaram fibra de prensagem de dendé suplementada com sulfato de
amonio e borra de refino de 6leo de dendé (3% m/m) como substrato
para o cultivo de Aspergillus niger 11T53A14 e obtiveram 72,6 U-gss™
de atividade lipolitica, determinada por método titulométrico. Riyadi
et al. (2017) utilizaram torta de palmiste para a producao de lipases
por Rhizopus sp. e obtiveram atividade mais baixa (58,63 U-gss™,
determinada pelo método de hidrélise do palmitato de p-nitrofenila),
do que as obtidas neste trabalho. Oliveira et al. (2017) também
aproveitaram uma torta de palmiste para producao de lipases e
obtiveram uma atividade de 61 U-gss' quando determinaram a
atividade contra tricaprilina pelo método titulométrico e 460 U-gss™
pelo método de hidrélise de butirato de p-nitrofenila.
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Conclusoes

Atividades lipoliticas significativas foram obtidas quando o fungo
filamentoso 149 foi cultivado na mistura de 80% de farelo de trigo
e 20% de borra do decantador (239 +16 U-gss™), na mistura de
80% de farelo de trigo e 20% de borra de refino (182 +44 U-gss™)
e na mistura de 80% de farelo de trigo e 20% de torta de palmiste
(161 =23 U-gss™).

Portanto, os residuos provenientes da agroinddstria do dendé sao
substratos promissores para composicdo de meios de cultivo (FES) do
fungo filamentoso 149 para a producao de lipases e podem contribuir
para a reducado do custo de obtencao das enzimas.
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