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Introducao

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

O fungos produtores de lipase mais importantes comercialmente pertencem aos géneros: Rhizopus, Geotrichum,
Rhizomucor, Aspergillus e Penicillium. A crescente demanda por novas fontes de lipases com caracteristicas
enzimaticas diferentes estimulou a busca e o isolamento de novas cepas de fungos lipoliticos. Uma vez que, a producéo
de lipase pelos fungos filamentosos variam de acordo com a cepa, a composicao do meio de crescimento e as condi¢des
de cultivo, como fontes de carbono e nitrogénio, pH e temperatura. Assim, este estudo tem como objetivo analisar a
sintese de lipase pelo fungo Aspergillus sp. quando cultivado em meio contendo tributirina como fonte de carbono [3,
4].

Material e métodos

A. Isolamento do fungo

O fungo utilizado neste estudo foi coletado de residuos de bagaco e palha de cana-de-agucar, bem como porg¢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 antibidtico tetraciclina 100 pg/mL.
B. Identificagdo 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 lamina 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. Apo6s este periodo a
Iamina com as hifas aderidas foi retirada e coradas com corante azul de algod&o, a identificacdo do género de fungo foi
baseada na morfologia macroscépica das col6nias e no estudo de estruturas de frutificagcdo da cepa.
C. Fermentacéo submersa

Uma suspensdo de 5 mL de esporos (10° esporos/mL), preparada por lavagem de sete a dez dias de amostras contidas
no BDA com &gua destilada estéril, foi usada como indculo para cada frasco de 250 mL contendo 50 mL do meio
liquido de crescimento (por litro): 20,0 g de peptona bacteriologica, 8,0 mL de tributirina, 0,6 g de MgS0,4.7H,0, 1,0 ¢
de KH,PO,, 1,0 g de NH4;NO; com pH inicial ajustado para 7,0. 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 filtragdo com auxilio
de filtros de papel da marca Whatman nimero 1, e o filtrado da cultura foi usada para determinar a atividade enzimatica.
Os resultados foram expressos como a média de pelo menos trés medicoes independents [5]
D. Determinacao da atividade enzimatica

Para a determinacdo ou avaliagdo da atividade de hidrdlise dos extratos enzimaticos foi utilizado o método

espectrofotométrico. A atividade foi avaliada pela reacdo de hidrdlise catalisada pela lipase de ésteres de p-nitrofenil
laurato, com a formagdo do produto comdforo p-nitrofenol. A reagdo foi iniciada pela adi¢do 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 em espectrofotdmetro a 410 nm no modo cinética.
Uma unidade de atividade sera definida como a quantidade de enzima necessaria para formar 1,0 umol de p-nitrofenol
por minuto nas condi¢des de ensaio [6].
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Resultados

O fungo isolado foi plantado em microcultivo para sua identificacdo morfoldgica, apds trés dias de cultivo o isolado
foi identificado como pertencente ao género Aspergillus sp. (Fig. 1), que apresentou atividade enzimatica maxima apés
72 horas de cultivo em meio contendo tributirina, a atividade enzimatica foi de 54,28 U/L (fig. 2).

Discussdo

Estudo realizado por Sharma et al. [3] cita inimeras cepas de fungos como boas produtoras de lipases, como:
Aspergillus, Rhizopus, Penicillium, Mucor, Geotrichum, corroborando com os resultados obtidos no presente trabalho.
Em estudo realizado por Colen et al.[6] com o fungo Colletotrichum gloesporioides, foram testados diferentes
substratos como indutores da sintese de lipase, a tributirina foi o substrato identificado como melhor indutor na sintese
da enzima, apresentando uma taxa relativa de hidrélise de 132%.

Conclusao

A espécie de Aspergillus sp. selecionada foi capaz de produzir lipase em concentra¢do acima do esperado quando
cultivado em meio contendo tributirina. Entdo, o fungo isolado é um bom produtor de lipase e a tributirina um bom
indutor da sintese 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 tributirina.



