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Metodo para producédo de lipase por fungo do género Aspergillus sp. usando éleo de coco
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Introducgéo

As lipases (triacilgliceroléster hidrolases, EC 3.1.1.3), correspondem a um grupo de enzimas hidroliticas que atuam
na interface organica-aquosa catalisando a hidrélise de triglicerideos de cadeia longa formando diacilglicerdis,
monoacilglicerdis, &cidos graxos livres e glicerol. Em meios com baixa concentracdo de agua as lipases catalisam
reacOes de esterificagdo, interesterificacdo e transesterificacdo. Esta ampla gama de reacOes catalisadas por essas
enzimas faz com que sejam consideradas como um importante grupo de biocatalisadores com grande potencial
biotecnolégico [1, 2].

Inicialmente, as lipases eram obtidas a partir do pancreas de animais e usadas em humanos com a finalidade de
auxiliar na digestdo. Atualmente, estas enzimas podem ser obtidas a partir de células de tecidos animais, vegetais ou
produzidas por microrganismos [3, 4].

As lipases microbianas sdo de grande importancia na inddstria, pois além de apresentarem procedimento mais simples
de obtencdo, a partir de processos fermentativos, que permite o controle das condigdes de cultivo e maior eficiéncia na
producdo, possibilita a utilizagdo em escala industrial com baixos custos, o que é dificil de obter com lipases advindas
de outras fontes [5].

Vérias espécies de microrganismos possuem a habilidade de produzir lipase, os fungos filamentosos séo reconhecidos
como sendo os melhores produtores [6]. As espécies de fungos filamentosos maiores produtoras de lipase sdo
pertencentes aos géneros Aspergillus Geotrichum, Mucor,Rhizomucor, Rhizopus e Thermomyces [7]. Neste contexto
este estudo tem como objetivo avaliar a capacidade do 6leo de coco induzir a producéo de lipase extracelular por um
fungo do género Aspergillus sp. selvagem.

Material e métodos

A. Isolamento do fungo

O fungo utilizado neste estudo foi coletado de residuos de bagago e palha de cana-de-agucar, bem como porc¢des do
solo (até 15 cm de profundidade) na regido Norte de Minas, e isolado a partir do processamento das amostras em meio
de cultura BDA (2% Agar, 20% Batata, 2% Dextrose), estrategicamente preparado com pH acidificado para 5,0
acrescido de antibiotico tetraciclina 100 pg/mL.
B. Identificacdo morfoldgica

O fungo isolado teve o seu género identificado pela técnica de microcultivo, em que o fungo foi inoculado em uma
fatia fina de agar BDA empobrecido e colocada em uma Iamina de vidro coberta por uma laminula estéril. A lamina foi
entdo colocada numa placa de petri, e a sistema foi, em seguida, incubados durante 3 dias a 30 °C. Apés este periodo a
lamina com as hifas aderidas foi retirada e coradas com corante azul de algodao, a identificacdo do género de fungo foi
baseada na morfologia macroscépica das col6nias e no estudo de estruturas de frutificacdo da cepa.
C. Fermentagdo submersa

Uma suspenséo de 5 mL de esporos (10% esporos/mL), preparada por lavagem de 7-10 dias de amostras contidas no
BDA com agua destilada estéril, foi usada como inéculo para cada frasco de 250 mL contendo 50 mL do meio liquido
de crescimento (por litro): 20,0 g de peptona bacteriol6gica, 8,0 mL de oleo de coco, 0,6 g de MgSO,.7H,0, 1,0 g de
KH,PO,, 1,0 g de NH,NO; com pH inicial ajustado para sete. A amostra foi incubada em agitador rotatério a 30 °C
operando a 160 rpm/min durante sete dias. Em intervalos de 24 horas a biomassa foi separada por centrifugacdo a
10.000 rpm durante 15 minutos, o sobrenadante da cultura foi usada para determinar a atividade enzimética. Os
resultados foram expressos como a média de pelo menos trés medi¢des independentes [8].
D. Determinacéo da atividade enzimatica

Para a determinacdo ou avaliacdo da atividade de hidrdlise dos extratos enzimaticos foi utilizado o método
espectrofotométrico. A atividade foi avaliada pela reacdo de hidrélise catalisada pela lipase de ésteres de p-nitrofenil
laurato, com a formacdo do produto coméforo p-nitrofenol. A reacdo foi iniciada pela adicdo de 50 uL de solugdo
enzimatica a 0,25 mL do substrato p-nitrofenil laurato 2,5 mM com acetonitrila: DMSO (1:1), e 2,2 mL de tampéo de
fosfato de s6dio 50 mM pH 7, a 30 °C. A reacédo foi acompanhada por espectrofotdmetro a 410 nm no modo cinético.
Uma unidade de atividade sera definida como a quantidade de enzima necessaria para formar 1,0 umol de p-nitrofenol
por minuto nas condicdes de ensaio [9].
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Resultados

O fungo isolado foi inoculado em microcultivo para sua identificagdo morfolégica, apds trés dias de cultivo o isolado
foi identificado como pertencente ao género Aspergillus sp (Fig. 1). A atividade enzimatica méxima foi de 58,98 U/L
apds 120 horas de cultivo em meio liquido contendo dleo de coco (Fig. 2).

Discussdo

Oliveira [7] avaliou a capacidade lipolitica de diferentes microrganismos e teve como resultado que os fungos
filamentosos sdo os melhores produtores de lipase, e 0 género Aspergillus petence ao grupo de melhores produtores de
lipase. Saxena et al. [10] também realizaram ensaios de indugdo de lipase por um fungo do género Aspergillus carneus
em meio liquido contendo diferentes tipos de 6leos como indutores, porém a atividade enzimatica maxima foi obtida em
meio suplementado com 6leo de girassol.

Concluséo

A espécie de Aspergillus sp. selecionada para este estudo foi capaz de produzir lipase quando cultivada em meio
contendo 6leo de coco como substrato. Assim podemos concluir que este dleo é eficiente na indugdo da sintese de
lipase, e que o fungo isolado é um bom produtor da enzima.
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Figura 1. Foto do Aspergillus sp. em microcultivo ( aumento de 1000X) escala 20mm.
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Figura 2. Atividade enzimatica do Aspergillus sp. em 196 horas de cultivo submerso contendo 6leo de coco.



