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Resumo

A lipase tem ampla aplicacdo na industria de alimentos. Neste
sentido, o presente trabalho verificou a capacidade de producado de lipase
por trés cepas fungicas de Aspergillus, sendo elas: A. niger, A. avamori e A.
flavus. Para isso foi feito um meio de crescimento para os fungos produzirem
e secretarem ao meio externo a enzima. Depois de 13 dias de crescimento o
micélio foi removido por filtracdo e o filtrado foi considerado extrato
enzimatico. Finalmente, foi medida a atividade lipolitica. Pode-se observar
pelos resultados que todas as cepas estudadas produziram lipase.

Introducao

A lipase tem ampla aplicacdo industrial. Pode ser empregada, por
exemplo, na producéo de péaes enriquecidos com fibras, visando a melhoria
das caracteristicas do produto, tais como maciez, textura e aumento da vida
de prateleira (GANDRA et al., 2008), entre outras.

Somente as lipases microbianas sdo comercialmente utilizadas, elas
constituem um importante grupo de enzima, pela sua versatilidade de
propriedades e facil producdo em grande escala. O que a torna muito
interessante a nivel industrial (HASAN; SHAH; HAMMED, 2006).

Dentro deste contexto, o objetivo do trabalho foi estudar a produgéo de
lipase por A. niger, A. avamori e A. flavus em fermentagao submersa.
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Materiais e métodos

Manutencao dos fungos no laboratério

Os fungos foram mantidos em laboratorio através de repiques
sucessivos em agar-batata-dextrose (BDA). Somente placas de no maximo
20 dias de vida foram utilizadas.

Meio de crescimento para producao de lipases

A producdo da enzima foi estudada em frascos de Erlenmeyer de 250 ml
contendo 50 ml de meio mineral Vogel e diferentes 6leos comerciais (6leo de
oliva e oOleo de soja) em 5% (m/v) como fonte de carbono. As culturas foram
incubadas a 28 °C num agitador rotativo a 120 rpm por 13 dias. Os micélios
foram removidos por filtragéo e a atividade de lipase analisada foi do filtrado
da cultura.

Atividade lipolitica

A atividade lipolitica foi determinada através do método descrito por Pimentel
et al. (1996). Inicialmente foram preparadas as solucdes A e B, sendo 10 mL
de p-nitrofenil palmitato dissolvido em isopropanol na concentracdo 3 mg/mL
e 50 mL de tampao fosfato de sdédio [0,1 M] pH 7 homogeneizado em 0,2 mL
de Triton X-100 e 0,05 g de goma arabica, respectivamente. Uma parte da
solucdo A e nove partes da solugdo B foram consideradas substrato de
reacao.

A primeira reacéo foi realizada em banho-maria a 37 °C, pela adicdo de 100
uL da amostra (diluida) em 900 pL de substrato. A mistura de reacao foi
encubada por 30 min na referida temperatura. Finalmente foram retirados os
tubos, adicionado 2 mL de tetraborato de sddio (saturado) e, imediatamente,
realizada a leitura da absorbancia em 410 nm. O aparelho foi zerado com
agua destilada. Foi considerado branco a primeira rea¢do, sem incubacao
por 30 min em banho-maria a 37 °C. A absorbancia foi determinada
descontando os valores das amostras dos valores dos brancos.

A atividade lipolitica foi determinada pela equacao
_ Absorbana* fator*10* diluigéo . .
U/ml= " . As analises foram realizadas em
empo

duplicata. O fator de correcao utilizado foi a partir da curva padrdo de p-
nitrofenol. Uma unidade de atividade enziméatica (U) foi definida como a
guantidade de enzima necesséria para liberar 1 ymol de acido graxo por
minuto por mL de meio fermentado, nas condi¢des do ensaio.
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Andlise estatistica

Foi utilizado o programa Statistic 8.0 para comparar as diferencas entre as
amostras com 0,05% de significancia. E comparados pelo teste de Tukey
usando 0 mesmo software.

Resultados e Discussao

A tabela 1 apresenta as atividades lipoliticas dos extratos resultantes
dos cultivos em fermentacdo submersa.

Tabela 1- Valores de atividade enzimatica

Fungos Lipase (U/ml)
Aspergillus flavus® 2,892+ 0,39
Aspergillus flavus® 3,01%+0,27

Aspergillus avamori’ 3,26+ 0,12
Aspergillus avamori 3,02+ 0,26
Aspergillus niger* 3,28%+0,22
Aspergillus niger® 3,78°+0,24

Dados: 1 - azeite e 2 - 6leo. Letras iguais ndo apresentam diferenca
significativa entre as amostras a 95% de confianca.

Pode-se observar pela tabela 1 que houve producéo de lipase, independente
da espécie de fungo utilizada, inclusive ndo houve diferenca significativa de
producdo enzimatica, entre O0leo ou azeite como fonte de carbono, com
excecao do A. niger que apresentou maior producdo da enzima para 6leo de
soja como fonte de carbono.

Os resultados também demonstram que houve diferenca significativa de
producédo de lipase, apenas para o A. niger entre as espécies de Aspergillus
estudadas, inclusive foi em sua utilizacdo que se obteve a maxima producédo
da enzima, no caso, 3,78 U/mL.

Lima, Silva, Pinotti (2014) estudaram a producéo de lipase por Penicillium sp
e encontraram o valor maximo de 0,60 U/mL no azeite de oliva. Neste
sentido, em comparacao aos resultados dos referidos autores o presente
trabalho obteve excelentes resultados de producéo de lipase.

Entretanto, Penha et al (2014) apresentaram uma producédo de 36,13 U/ml
de lipase, utilizando Aspergillus niger. Comparando a producédo de lipase
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pelo mesmo fungo no presente trabalho, a produgéo néo foi significativa, ja
gue mostrou uma atividade da enzima bem abaixo do trabalho citado.

Conclusodes

Conclui-se que sao necessarios mais estudos de condic¢des de cultivo,
com intuito de otimizar os tipos de processo. Com isso, visa maior
produtividade, haja visto que comparados a outros autores houve bastante
variacédo na producéo de lipase.
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