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Resumo: Fungos tém mostrado eficiéncia produgéo de
enzimas para serem aplicadas na obtencdo de diversos
produtos como, por exemplo, os biocombustiveis. Dessa
forma, visando contribuir com os trabalhos que vém
sendo desenvolvidos na busca de novas fontes
enzimaticas, durante o desenvolvimento deste trabalho
foi feita a otimizac&o das condigBes de cultura do fungo
Alternaria sp em termos de temperatura e tempo para
producéo de lipase sendo verificado que a condicdo ideal
foi um crescimento por 8 dias a 19°C.

1. Introducédo

A capacidade de microrganismos produzirem
enzimas se mostra de grande importancia para o
crescente mercado de biocombustiveis, devido a
caracteristicas como  estereoespecifidade elevada,
reducédo da formacédo de produtos paralelos, operagéo em
condi¢Bes menos rigorosas de processo entre outras [1].
Porém, a competitividade de mercado das enzimas nédo é
atraente devido ao preco associado [1], logo estudos
relacionados a produgdo em condicGes ideais e
consequente preco vantajoso apresentam cada vez mais
relevancia [2]. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi a
verificacdo da producédo de lipase pelo fungo Alternaria
sp. e posterior otimizagdo das condi¢Bes de producdo da
mesma pelo fungo.

2. Metodologia

Inicialmente, o fungo CA5 (Alternaria sp.) foi
submetido a trés repiques consecutivos em meio batata
dextrose agar (BDA). Cada crescimento foi realizado por
7 dias a 24°C em Céamara climatizada. Apos essa etapa, 0
fungo foi submetido ao crescimento em meio liquido
[acido citrico (10 g/L); sulfato de magnésio (14 g/L);
sulfato de calcio (0,93 g/L); sulfato de potassio (18,2
g/L); hidréxido de potéssio (4,13 g/L); sulfato de amonio
(5 g/L); &cido fosforico (4,25 mL/L); difosfato de amdnio
dibasico (12,4 g/L); cloreto de célcio (0,02 g/L); cloreto
de potassio (0,7 g/L), extrato de malte (0,8 % - m/v),
peptona (1 % - m/v) e, azeite de oliva (40 g/L)] variando-
se 0 tempo de cultivo e a temperatura. Todos 0s processos
foram realizados em um Shaker utilizando-se uma
rotagéo de 160 rpm e os resultados avaliados utilizando-
se 0 programa Statistica 14.0.0.15 para otimizacdo da
condicdo de fermentacgdo e producéo de lipase.

Durante a determinagdo da atividade enzimatica 900
pL de tampdo Tris-HClI 50 mM (pH 7.0) foram
misturados com 80 pL de p-nitrofenil palmitato 2,5mM
em em acetonitrila/metanol (1:1). A essa mistura foram
adicionados 20 pL de extrato enzimatico e a reagdo foi
processada a 30°C durante 10 min. Todos os dados foram

analisados via HPLC para verificacdo da concentracdo de
p-nitrofenol  formada. Também foi avaliada a
concentracdo de proteinas em cada extrato pelo método
de Bradford.

3. Resultados e Discussdes
No presente trabalho, inicialmente o fungo CA5 foi
submetido ao crescimento em meio BDA e,
posteriormente, ao crescimento em meio liquido
modificando-se a temperatura, o tempo (Figura 1) para
otimizacéo da producéo de lipase.

Figura 1 — Crescimento em meio BDA e meio liquido

Apos a realizagdo do crescimento em meio liquido em
diferentes condi¢des e avaliacdo da atividade enzimética
referente a producéo de lipase bem como a determinagéo
da concentracdo de proteinas, foi realizada a
determinacdo da atividade especifica (Tabela 1) sendo os
dados utilizados para a otimizacdo da condicdo de
producéo de lipase.

Tabela | — Atividade especifica - producdo de lipase

Atividade especifica
Temperatura Tempo (U/mg)
40 8 0.52
40 8 0.60
40 4 0.27
61.2 8 0.01
40 12 0.11
55 11 0.10
25 5 0.56
18.8 8 1.34
25 11 0.60
55 5 0.04
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A andlise dos dados através da avaliagao da superficie

de resposta (Figura 2) mostrou que os maiores valores de
atividade residem em um tempo entre 11 e 5 dias, com
uma temperatura ideal que esta entre 15 e 25 °C sendo
possivel descrever o modelo (Equacdo 1), que representa
a atividade enzimatica (U/mg) em func&o do tempo (x;)
e da temperatura (x,) no intervalo estipulado.

A = 0,1637 — 0,0371x; + 0,0002x? + 0,4116x, —
0,02634x2 + 0,00014x,x,  (Eq. 1)
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Figura 2 — Superficie de resposta obtida

Atraveés da analise do diagrama de Pareto (Figura 3),
verifica-se que a variavel que exerce maior influéncia
dentro do modelo é a temperatura, mais precisamente no
termo linear da funcdo. Esse fato se deve a sensibilidade,

do fungo e da enzima secretada, para temperaturas que
superam 40°C.

Atividade enzimatica (U/mg)

(1)Temperatura (°C)(L)

i i

Tempo (dia)(Q) 266191

L

Temperatura (°C)(Q) 04162505

N

(2)Tempo (dia)(L)

N

0.236557

1Lby2L 00721566

p=05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 3 — Diagrama de Pareto

Posteriormente foi determinada a condicéo ideal para
realizacdo do processo de fermentagdo e producdo de
lipase (figura 4. Analisando-se os resultados, verifica-se
que o crescimento ideal reside nas menores temperaturas,
resultando em 19°C para a maior produtividade. Em
termos de tempo de crescimento, foi estimado um tempo
de 8 dias no ponto de méxima interagdo. Apds a
realizacdo de um novo crescimento nesta condicéo,
verificou-se uma atividade enzimatica especifica de

1,3356 U/mg e uma concentracdo proteica de 0,074
mg/mL.
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Figura 4 — Determinacdo do tempo e temperatura ideais
de crescimento

4. Conclusdes

Ap6s o desenvolvimento do atual projeto foi possivel
definir o tempo de crescimento do fungo em 8 dias
submetido a uma temperatura de 19°C. Neste tempo de
crescimento foi observada uma atividade enzimatica
especifica de 1,3356 (U/mg) e uma concentragao proteica
de 0,074 (mg/mL).

Ensaios futuros de purificacdo da enzima lipase e
aplicacdo em processos como, por exemplo, de producédo
de biodiesel serdo necessarios para confirmar a

viabilidade de utilizacao dessa fonte no mercado em larga
escala.
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