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Resumo

As lipases sdo enzimas que catalisam a hidrolise de trigliacilglicer6is em glicerol e
acidos graxos. Esse trabalho tem por objetivo estudar diferentes indutores na
producdo de lipase por fermentacdo em estado sélido, utilizando como meio de
cultivo o residuo proveniente do processamento do fruto da palmeira Jucara. Foi
usado como produtor de lipase o fungo Aspergillus oryzae ATCC 11488. A deteccao
da atividade lipolitica foi por analise espectrofotométrica tendo como substrato p-
nitrofenil-palmitato. Dos indutores testados os que apresentaram melhor resposta
para o aumento da atividade enzimética foram o azeite de oliva, o acido oléico e o
Oleo do extrato aquoso do fruto da palmeira jucara.

Introducao

As lipases sdo enzimas que catalisam a hidrélise e a sintese de triacilglicerdis e
podem ser utilizadas como aditivos em alimentos para modificar e realcar as
propriedades organolépticas (MESSIAS; HEMKEMEIER; COLLA, 2011). As lipases
podem ser obtidas de diversas fontes, as de origem microbiana possuem algumas
vantagens como menor custo de producdo, a possibilidade de producdo em larga
escala por processos industriais, entre outras (ROVEDA et al., 2010).

A producédo de lipase pode ser realizada por fermentacdo submersa, mas o
processo por fermentacdo em estado solido (FES) tem se mostrado promissor por
utilizar como substrato residuos de baixo custo (MESSIAS; HEMKEMEIER; COLLA,
2011), como o residuo do processamento do fruto da palmeira jucara (Euterpe
edulis), utilizado nesse trabalho.

A proposta deste trabalho é produzir lipase de Aspergillus oryzae por FES e
comparar a atividade lipolitica com diferentes indutores enzimaticos.

Materiais e Métodos
Producao de Aspergillus oryzae por fermentacédo no estado sdlido.

O fungo Aspergillus oryzae ATCC 11488 foi mantido em Agar Sabouraud e
para a fermentacdo em estado solido foi utilizado como meio de cultivo o residuo do
processamento dos frutos da palmeira jucara. Foram utilizados erlenmeyers com

capacidade de 125 mL como fermentadores, contendo 25g de meio e esterilizados a
121°C por 20 minutos. A suspensdo de conidios foi padronizada através de
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contagem em camara de Neubauer, sendo inoculados 108 conidios mL?, os meios
foram incubados a 28°C, por 120 horas. ApOs o tempo de crescimento foram
adicionados 60 mL de tampao fosfato de sodio 50 mM, pH 7. Para a etapa de
extracdo o material foi colocado em banho de gelo, sendo agitado de 5 em 5 min até
completar 1 hora. Entéo foi filtrado em tecido, separando a biomassa do filtrado, que
passou a ser denominado de extrato enzimatico.

Adicao de indutores

Para determinar a atividade lipolitica com diferentes indutores, foram
utilizados azeite de oliva extra virgem (Gallo), acido oléico (Synth), 6leo do extrato
aquoso do fruto de jucara (extraido no laboratério), 6leo de milho (Suavit), éleo de
girassol (Suavit) e Tween 80 (Biotec). Os indutores foram adicionados no meio de
cultivo, antes da inoculacdo do fungo, na concentracao de 1% (v/m) e incubados a
28°C por 120 horas. Para o estudo cinético foi utilizado o azeite de oliva e o acido
oléico, sendo retiradas amostras em 0, 24, 48, 72, 96, 120 e 144 horas de
crescimento. Apds os tempos de cultivo foi preparado o extrato enzimatico conforme
ja descrito.

Determinacédo da atividade enzimatica e Analise estatistica

Foram retiradas aliquotas de 4mL do extrato enzimatico e centrifugadas
durante 30 minutos a 12000 rpm a 4°C. Em seguida o material foi passado em uma
membrana filtrante (0,45u) e diluido 5 vezes. A atividade da lipase foi determinada
através do meétodo modificado descrito por Lee et al. (1999). A atividade foi
determinada na presenca de p-nitrofenil-palmitato como substrato, medindo a
absorvancia do p-nitrofenol (pNP) em 405 nm em espectrofotometro. Uma unidade
de atividade (U.mL™) foi definida como a quantidade de enzima necesséria para
produzir 1pmol de pNP por minuto.

Para a analise estatistica foi realizada a Analise de Variancia (ANOVA) e
aplicado o Teste de Duncan utilizando o programa SASM-Agri.

Resultados e Discusséo
Estudo cinético da atividade lipolitica

A cinética de producdo de lipase foi realizada para determinar o melhor tempo de
cultivo para a sintese da enzima e os valores obtidos se encontram na figura 1.
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Figura 1 — Cinética de producéo de lipase de A. oryzae cultivado em residuo do processamento da
palmeira jucara com e sem adi¢édo de indutores

O melhor tempo de producado de lipase foi em 120 horas para os diferentes
testes, sendo que o azeite de oliva foi 0 que apresentou maior atividade enzimatica.
ApoOs estabelecer o melhor tempo de crescimento lipolitico foram realizados testes
com mais indutores. Os resultados estdo apresentados na Figura 2.
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Figura 2 — Atividade lipolitica de A. oryzae cultivado em residuo do processamento da palmeira
jucara com e sem adic&o de indutores

Foi feita a Analise de Variancia (ANOVA), para valor de p <0,05 obtendo F >
Feritico, Sendo comprovada diferencga significativa entre os ensaios. Foi aplicado o
Teste de Duncan para verificar em quais amostras existia diferenca significativa
(Tabela 1).

Tabela 1 — Médias da atividade enzimatica utilizando diferentes indutores e os
resultados do Teste de Duncan

Indutores Atividade de lipase pmol.mL.103
Desvio padréo ()

Azeite de oliva 2,0319 + 0,318?
Sem indutor 1,8051 £ 0,0092
Acido oléico 1,5220 + 0,139°
Oleo de jucara 1,3845 + 0,072°
Oleo de milho 0,6608 + 0,036°¢
Oleo de girassol 0,3313 + 0,007¢
Tween 80 0,3075 + 0,042¢

O indutor que apresentou maior atividade enzimatica foi o azeite de oliva e o
ensaio sem indutor apresentou atividade lipolitica apenas 11% menor em relacao a
este, pelo Teste de Duncan foi comprovado que nédo existe diferenca significativa
entre os cultivos sem indutor e com azeite de oliva. Foi observado que com &cido
oléico como indutor obteve-se maior atividade enzimética do que com os demais
Oleos e Tween 80. Segundo Roveda et al. (2010) o indutor de enzimas microbianas
pode ser o proprio substrato ou o produto da sua hidrolise, o qual pode ser
adicionado ao meio de cultivo a fim de estimular a producdo da enzima.

Na composic¢ao de acidos graxos dos indutores utilizados ha a predominancia
do acido oléico, acima de 50%, no azeite de oliva e no 6leo de jucara (SCHRODER,
2015), o Tween 80 apesar de apresentar o acido graxo mono-oleato na sua cadeia
(ADITIVOS E INGREDIENTES, 2010) expressou a menor atividade enzimatica,
demonstrando ndo ser um bom indutor de lipase, sendo os 6leos e gorduras
contendo triacilglicerdis os substratos naturais para as lipases (ROVEDA, 2010). O
6leo de girassol e 0 6leo de milho quando utilizados como indutores expressaram as
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menores atividades lipoliticas e apresentam na composicdo de acidos graxos em
torno de 20% de acido oléico, predominando o acido linoléico (SCHRODER, 2015).
Assim pode-se inferir que o &cido oléico foi um importante indutor da lipase de A.
oryzae.

O residuo do processamento do fruto da palmeira jucara apresenta
composicdo quimica semelhante ao extrato aquoso de jucara com concentracdo de
acido oléico de 56%, seguido do acido linoléico (20%) (SCHRODER, 2015).
Portanto, o residuo usado como substrato ndo precisa ser adicionado de mais
indutores para a sintese da lipase, nas condi¢des estudadas.

L

Conclusdes

Dos indutores testados os que apresentaram melhor resposta para o aumento
da atividade enzimatica foram o azeite de oliva, o &cido oléico e o 6leo de jucara,
porém como na composicdo do meio de cultivo ja havia indutores para a sintese da
lipase ndo haveria a necessidade da adigédo de outros indutores.
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