MEIO AMBIENTE

Revista em Agronegécio e Meio Ambiente, Maringa (PR)
DOI:10.17765/2176-9168.2021v14n2e8069
e-ISSN: 2176-9168

Atividade especifica lipolitica em fungos coletados do
bagaco de cana-de-acucar

Specific lipolytic activity in fungus collected from sugarcane bagasse
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RESUMO: Lipases sao enzimas que sio capazes de catalisar reacoes quimicas e, em especifico, catalisam ligacdes lipidicas. Essas enzimas
podem ser obtidas a partir de fungos lipoliticos que por meio de uma fonte de carbono conseguem produzir altos niveis de lipases. Fungos
que foram previamente selecionados do bagaco de cana-de-agtcar foram colocados para realizar fermentacio submersa utilizando como tnica
fonte de carbono o azeite de oliva extra-virgem. O caldo produzido desses fungos foi analisado por meio de espectrofotometria utilizando
como substrato o p-NPB, os resultados obtidos foram analisados por meio de estatistica com 5% de significincia. Com a presente pesquisa foi
possivel identificar fungos capazes de crescerem em meio mineral com uma unica fonte lipidica de carbono e quantificar atividades especificas
de lipases utilizando o substrato p-NPB, foi possivel entio obter valores promissores de atividade especifica lipolitica de trés fungos 8,004
U mg?, 5,897 U mg?, 5,077 U mg”, para os fungos Paecilomyces formosus (primeiro isolado), Paecilomyces formosus (segundo isolado)
e Aspergillus tubingensis, que sio valores citados pela primeira vez para esses trés fungos e se comparados a outros microrganismos da
literatura sio mais altos e ativos para serem utilizados em processos industriais.
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ABSTRACT: Lipases are enzymes which catalyze chemical reactions, especially lipidic bonds. Enzymes may be retrieved from lipolytic fungi
which produce high rates of lipases from a carbon source. Fungus previously selected from sugarcane bagasse underwent submersed
fermentation with extra-virgin olive oil as the carbon source. Broth produced by the fungus was analyzed by spectrophotometry with substrate
p-NPB and results were analyzed at 5% level. Current assay identified fungus which was capable of growth in a mineral medium with sole lipid
carbon source and quantifies specific activities of lipases by substrate p-NPB. Best rates of specific lipid activities of the three fungi were 8.004
Umg', 5.897 Umg", 5.077 U mg", for fungus Paecilomyces formosus (first isolate), Paecilomyces formosus (second isolate) and Aspergillus
tubingensis, which are rates cited for the first time for the three fungi. When compared to other microorganisms in the literature, they are
higher and more active to be used in industrial processes.
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INTRODUCAO

Em tempos de industrializacio e avangos tecnoldgicos, novas pesquisas em varios ramos da sustentabilidade
foram desenvolvidas, como a busca de enzimas de baixo custo para o processamento de alimentos. A busca pela quimi-
ca verde faz regulamentacoes para o uso de materiais renovaveis, incentivando a aplicacio de catalisadores bioldgicos,
com isso ocorre a reducio da polui¢io ambiental trazendo melhores condigoes para a saide humana (ATALAH et al.,
2019).
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Esses biocatalisadores sao diversos, podendo destacar as lipases, que possuem suma importancia industrial
e que estdo sendo buscadas para atender demandas em industrias farmacéuticas e alimenticias, onde prevalecem as
reacoes de transesterificacio e esterificacio (BHARATHI; RAJALAKSHMI, 2019). A necessidade de catalisadores mais
acessiveis pode alterar o uso de catalisadores quimicos para enzimaticos, facilitando seu uso em reagoes de transes-
terificacdo. Os catalisadores bioldgicos mostram alta eficiéncia catalitica, sendo muitas vezes superiores aos catalisa-
dores sintéticos e inorganicos (NELSON; COX; LEHNINGER, 2013)in edition after bestselling edition, Principles of
Biochemistry has put those defining principles into practice, guiding students through a coherent introduction to the
essentials of biochemistry without overwhelming them. The new edition brings this remarkable text into a new era.
Like its predecessors, Lehninger Principles of Biochemistry, Sixth Edition strikes a careful balance of current science
and enduring concepts, incorporating a tremendous amount of new findings, but only those that help illustrate bio-
chemistry’s foundational principles. With this edition, students will encounter new information emerging from high
throughput DNA sequencing, x-ray crystallography, and the manipulation of genes and gene expression, and other
techniques. In addition, students will see how contemporary biochemistry has shifted away from exploring metabolic
pathways in isolation to focusing on interactions among pathways. They will also get an updated understanding of
the relevance of biochemistry to the study of human disease (especially diabetes. Estes apresentam vantagens sobre
os catalisadores quimicos, pois eles tém alta seletividade catalisando um unico tipo de substrato, com caracteristicas
biodegraddveis, diminuindo os impactos a0 meio ambiente.

Nesses catalisadores hd enzimas capazes de acelerar as reagoes quimicas, como a hidrdlise, a esterificacio, a
transesterificacdo, a alcoolizacao, entre outras, possuem alta especificidade, baixo custo em condicoes de reagio mo-
derada, por exemplo as proteases, amilases, lipases e carboidrases (RIOS et al., 2018). Diante dessas reacdes quimicas
descritas, o processo ¢ considerado mais limpo se comparado aos catalisadores quimicos, pois provém de material
bioldgico, que ¢ facilmente degradado, além de alguns produtos obtidos dessas reagoes, por exemplo, o biodiesel é
favorecido pela sua baixa emissio de poluentes em comparagio com os combustiveis fosseis, que seriam provenientes
de reacoes quimicas com catalisadores nio degraddveis (AHMAD et al., 2019).

Entdo um desses biocatalisadores sio as lipases, que sao enzimas que possuem a capacidade de catalisar
compostos de caracteristica lipidica, onde ao se romper estas moléculas por hidrolise, os lipidios podem ser encontra-
dos de diferentes formas como triacilglicerois, glicerofosfolipidios, esfingomielina, esterois, entre outros. As enzimas
podem ser obtidas por diferentes tipos de microrganismos como bactérias, fungos e leveduras, como a lipase por
Pseudomonas aeruginosa, que foi fundida com sucesso na supetficie de Pichia pastoris X33, mostrando eficiéncia de
atividade lipdsica em relacao a massa seca do microrganismo (RAOUFI; GARGARI, 2018).

Um parametro que influencia a produgao de enzimas além do tipo de microrganismos sao as diferentes fontes
de carbonos utilizadas para o crescimento do microbiano, pesquisadores demonstraram que P. echinulatum consegue
produzir diferentes enzimas, sendo a quantidade influenciada pela fonte de carbono presente no meio. Esses pesqui-
sadores utilizaram bagaco de cana-de-acucar, celulose, glicose e glicerol, fizeram uma comparacio e constataram que
o meio de cultura com celulose apresentou maior atividade enzimdtica, seguido do glicerol (SCHNEIDER et al., 2018).
Outro estudo (TURATI et al., 2019) obteve maior produgio de lipases de Penicillium sp., utilizando como fonte de
carbono o azeite de oliva, tendo sido observada atividade enzimdtica mdxima com decanoato de p-nitrofenila como
substrato. O uso de residuos como o bagaco de cana-de-agticar proporciona boa op¢ao na produgao de metabolitos
secunddrios microbianos e geraram alto valor aos subprodutos agroindustriais.

Ja para a identificacdo das atividades lipoliticas em fungos; existe um método de quantificacio para lipases,
onde se emprega o uso de etileno glicol como co-solvente do p-nitrofenilbutirato (p-NPB), onde o substrato estava
presente em meio tampdo aquoso e a afericao da atividade de lipase se d4 com a liberacio do p-nitrofenol, ¢ um méto-
do facil, econdmico e de ripido manuseio (FREITAS, 2017). Para esta producio de lipases os microrganismos podem
catalisar diversas fontes de carbono como substrato, ocasionando diferentes propriedades como a fermentacio sub-




mersa e a solida, onde as lipases obtidas por fermentacio submersa sio mais estaveis (COLLA et al., 2015).

As lipases possuem aplicacoes em diferentes produtos pela sua capacidade de degradacio de 6leos e gorduras,
portanto sio eficazes quando aplicadas em produtos de limpeza, como detergentes para desinfeccio do instrumental
cirargico (SAHAY; CHOUHAN, 2018), em medicamentos (DANINO et al., 2016), para cosméticos (LORENZETTI, 2007)
e transesterificacio (CANET et al., 2017).

Nas reacoes de transesterificacio catalisadas por lipases ocorre a formacio de subprodutos que influenciam a
reacdo e a atividade lipidica, onde € preciso observar a especificidade da enzima e do substrato a ser catalisado, pois
lipases seletivas de determinadas posi¢oes podem causar reacoes intermedidrias de transesterificacio de baixa signifi-
cancia, resultando uma percentagem menor de conversio (CANET et al., 2017).

Com isso, as lipases sio amplamente estudadas para aumentarem suas atividades em processos, como para
transesterificagio e estabilidade em solventes organicos (KAJIWARA et al., 2017), para o aprimoramento da termoes-
tabilidade através de lipases mutantes (MADAN; MISHRA, 2014), na imobilizacio do catalisador como estratégia para
aumentar a eficiéncia de produtividade em bioprocessos (OLIVEIRA; BASTOS; DE LA TORRE, 2019).

O objetivo deste estudo foi realizar a prospecgao de enzimas lipoliticas em fungos coletados a partir do baga-
¢o de cana-de-actcar por fermentagio submersa e avaliar o potencial em comparacdo a literatura.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 CULTIVO E REPLICACAO DOS FUNGOS

Foi preparado meio BDA (batata, dextrose, 4gar) (SARDIN et al., 2017) com adaptac¢oes, onde foi demonstra-
da a representabilidade do meio de cultura ser eficaz para a replicacio de fungos; foi preparado o meio com 10% de
agar e 10% de dextrose, sob agitacdo e aquecimento suave sem ebulicio. Em seguida, o meio nutritivo e as placas de
Petri com 9 cm de didmetro; foram autoclavadas. Em cimara de fluxo laminar, cerca de 17 linhagens fingicas haviam
sido selecionadas e identificadas a partir de amostras de solo do Cerrado. A replicacio ocorreu em estufa bacteriold-
gica a 28 °C durante 7 dias.

2.2 PRODUCAO DO CALDO ENZIMATICO

Ap0s a cultura dos fungos, foi preparado meio mineral contendo 7 g L' de KH,PO; 2,5 g L' de Na,HPO,.
7H,0; 1,5 g L' de MgSO,. 7H,0; 0,15 g L de CaCl,. 2H,0; 0,02 g L de FeCl,. 6H,0; 0,06 g L' de ZnSO,. 7H,0; 0,5 g
L' MnSO,. H,0; e Extrato de levedura com 0,5 g L' (PAPANIKOLAOU; AGGELIS, 2002). Esse procedimento relata os
parametros ideais para o meio de cultura mineral. O experimento foi realizado em triplicata, onde, para cada fungo,
um frasco Erleynmeyer contendo 50 mL de meio mineral e 1% de azeite de oliva foi adicionado, sendo esta a unica
fonte de carbono. Os Erleynmeyers foram esterilizados em autoclave. Em seguida, em uma cimara de fluxo laminar, os
fungos foram inseridos no meio mineral, os frascos foram devidamente tampados, e levados para uma mesa agitadora
com agitacdo a 85 rpm por 8 dias sob temperatura ambiente. Ap6s este periodo, os caldos foram filtrados em papel
de filtro qualitativo faixa azul, e, em seguida, centrifugados por 10 minutos a 4000 rpm. O caldo enzimatico foi entao
armazendado sob resfriamento a 4 °C até a quantificacio das lipases.
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23 QUANTIFICAQAO DE LIPASES
2.3.1 Quantificacio do Teor de Proteinas

O procedimento foi realizado de acordo com o Enzymatic of Lipoprotein Lipases (BRAGA, 2009; FREITAS,
2017) com adaptagoes, onde o primeiro autor descreve parimetros utilizando o substrato p-NPB e o segundo autor
utiliza trés substratos distintos, o substrato laurato dep-nitrofenil (p-NFL), o p-nitrofenil palmitato (p-NFP) além do
Pp-NPB. No espectrofotometro UV-vis (Bel, UV-M51), o equipamento foi zerado utilizando uma cubeta de quartzo de
campo unico com 1000 uL de dgua destilada, posteriormente fez a leitura do teor de proteinas, foi acrescentado na
cubeta de quartzo 100 uL do caldo enzimdtico bruto (amostra) e mais 900 wL de dgua destilada e fez a leitura em um
comprimento de onda (A) de 260 e 280 nanoémetros (nm).

Foi adotado o cilculo do teor de proteinas em mg de proteina mL" de enzima, de acordo com a Férmula (1):

Teor de proteinas = 1.55 * Abs 280 nm — 0.76 * Abs 260 nm (1)

2.3.2 Quantificacao da Atividade Lipolitica

As leituras foram realizadas conforme o procedimento anteriormente descrito, onde foi realizada a leitura em
400 nm nos intervalos de tempos entre 0, 5, 15 e 30 minutos. Em uma cubeta de vidro foi acrescentado 3000 uL de
agua destilada e posteriormente zerou-se 0 equipamento em 400 nm, ap6s, em outra cubeta de vidro, acrescentou-se
900 wL de solugio tampio de fosfato de sédio 100 mM, com cloreto de sédio 150 mM e 0,5% de triton, posteriormen-
te adicionou-se 100 uL do caldo enzimatico bruto, 10 uL de solugio p-NPB 50 mM, e mais 2000 wL de solu¢io tampio,
imediatamente a cubeta foi transferida para o equipamento e realizou-se as leituras nos tempos determinados. Para o
branco realizou-se 0 mesmo procedimento, porém o caldo enzimético foi levado para o micro-ondas a 900 watts de
poténcia durante 5 minutos.

Para determinacio da unidade de lipases por mL" (atividade volumétrica lipolitica), foi empregado o seguinte
cilculo, conforme a Férmula (2):

(AA 400nm min.Teste —AA 400nm min.Branco )(1,01)(df)
(0,0148)(0,1)

(2)

Unidade mL"! de enzima =

Onde:
1,01 = Volume
df = ¢ o Fator de diluicio
0,0148 = Coeficiente de extin¢ao Micromolar de p-nitrofenol com Absorbéncia (A) em 400 nm
0,1 = Volume em mililitros da enzima usada
Para determinacio da atividade lipolitica especifica em unidade por mg de proteina, é necessario realizar o
cdlculo conforme a Formula (3):

Unidade mL de enzima

nidade m roteina =
Unidade g de prote mg de proteina mL de enzima (3)

A reacdo entre p-nitrofenilbutirato (p-NPB), na presenca de uma solucao aquosa e a enzima lipolitica, forma o
p-nitrofenol e o dcido butirico, conforme a Figura 1.
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Figura 1. Representacio da reagio com p-NPB catalisada por lipase.
Fonte: Zaid et al. (2017).

Segundo Zaid et al. (2017) a presenca do p-NPB na reagdo com a lipase; quebra a ligacio formando p-nitro-
fenol, que desencadeia a formacio de cor em tom amarelo na solugao, sendo possivel a quantificacio pela Abs em
(A = 400 nm). Como resultado da reagio das enzimas presentes no meio com p-NPB, o valor de absor¢io aumenta,
podendo assim ser calculada junto ao teor de proteinas em Abs a 260 e 280 nm, onde o teor quantitativo de enzimas
¢ determinado por mL e as unidades de lipases por mg durante um periodo de 30 minutos.

2.4 ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos foram realizados em triplicata, os dados estatisticos foram avaliados pela diferenca estatistica
pelo teste de Tukey a < (.05. Os dados foram avaliados através do software Project for Statistical Comptuing versao
(3.5.0 de 2018).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 FERMENTACAO LIQUIDA

Os fungos foram capazes de se desenvolver com eficiéncia e produzir metabdlitos, utilizando o azeite de oliva
como fonte de carbono durante o periodo de estudo. Os fungos apresentaram metabolismo ativo e foram observados
em crescimento no meio mineral; o desenvolvimento destes ocorreu nas gotas de azeite presentes no meio, como
pode ser observado na Figura 2.

Figura 2. Paecilomyces parvisporus em desenvolvimento no meio mineral contendo o azeite de oliva como unica fonte de carbono.
Fonte: Préprio autor.
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3.2 QUANTIFICAQAO ESTATISTICA DE LIPASES
Na Tabela 1 estdo apresentados os valores médios dos quantitativos proteicos totais em mg mL".

Tabela 1. Valores médios para os teores de proteinas (mg mL")

Teste de homogeneidade de variancia

valor-p: 0,0171833

teste de Tukey

Grupos Tratamentos Médias
A Fusarium fujikuroi 2353 = 1,15
ab Aspergillus fumigates 1,547 = 0,60
ab Fusarium proliferatum 1,415 + 0,47
ab Aspergillus tubingensis 1,345 = 0,35
ab Aspergillus brasiliensis 1,332 = 0,23
ab Aspergillus fumigates 1,296 + 0,84
ab Aspergillus flavus 1,111 = 0,36
B Paecilomyces formosus 0,911 = 0,09
B Aspergillus Niger 0,801 *= 0,15
B Trichoderma barzinaum 0789 + 0,24
B Aspergillus novoparsiticus 0,748 = 0,65
B Paecilomyces parvisporus 0735 £ 0,25
B Mucor circinelloides 0,620 = 0,12
B Fusarium oxysporum 0,501 = 0,17
B Aspergillus fumigates 0,448 = 0,22
B Paecilomyces formosus 0,370 = 0,27
B Paecilomyces formosus 0,215 %= 0,05

Teste de varidncia para valor-p, realizado através das médias em triplicata. Letras iguais nio diferenciam pelo teste de Tukey a 5%.

Nessa tabela (1), a diferenca signifcativa pelo teste de Tukey a 5% aponta que os valores da concentracio de
proteinas sdo separados em dois grupos distintos, compostos pelo grupo a - E fujikuroi, A. fumigatus, E. prolifera-
tum, A. tubingensis, A. brasiliensis, A. fumigattus, A. flavus; e pelo grupo b - composto por A. fumigatus, E. prolife-
ratum, A. tubingensis, A. brasiliensis, A. fumigattus, A. flavus, P. formosus, A. niger, T. harzinaum, A. novoparsiticus,
P. parvisporus, M. circinrlloides, F. oxysporum, A. fumigatus, P. formosus e P. formosus, sendo os fungos Fusarium
fujikuroi e Aspergillus fumigatus com maior taxa de produgao proteica.

Na Tabela 2 estdo apresentados os valores médios de atividade volumétrica lipolitica em U mL".




Tabela 2. Valores médios para as atividades lipoliticas volumétricas (U mL")

Teste de homogeneidade de variancia
valor-p: 0,0171833

teste de Tukey

Grupos Tratamentos Médias

a A. tubingensis 6,073 = 2,01
b P. formosus 3,116 = 1,10
bc F. proliferatum 2,070 = 0,45
bc P. formosus 1,911 = 0,95
bc P. formosus 1,910 = 0,71
be P. parvisporus 1,683 + 0,41
bc M. circinelloides 1,342 £ 0,16
bc A. flavus 1,182 + 0,24
bc A. novoparsiticus 1,069 = 0,32
c A. niger 0,933 = 0,79
c A. brasiliensis 0,796 = 0,28
c A. fumigatus 0,705 *+ 0,17
c A. fumigatus 0,682 * 0,29
c A. fumigatus 0,659 =+ 0,22
c F. oxysporum 0,637 = 0,32
c F. fujikuroi 0,455 + 0,17
c T, harzianum 0,273 = 0,00

Teste de varidncia para valor-p, realizado através das medias em triplicata. Letras iguais nio diferenciam pelo teste de Tukey a 5%.

Os resultados dessa tabela; sdo calculados conforme a Formula 2, onde observa-se a representatividade
em volume da quantidade de lipases presentes em um determinado caldo enzimitico. Em A. tubingensis pode ser
observado o maior resultado da atividade volumétrica lipolitica média em U mL". A Tabela 2 apresenta os resultados
em relacdo aos valores médios de atividade lipolitica especifica em U mg*, calculados conforme a Férmula 3, onde
¢ possivel obter qual ou quais fungos produziram o maior quantitativo da atividade de lipase especifica. O fungo P.
formosus foi o individuo que apresentou maior valor de lipase produzida.

Na Tabela 2 observa-se que através do nivel de significincia a 5%, os valores médios de atividade volumétrica
proteica apresentam trés grupos distintos estatisticamente. O primeiro composto por a - Aspergillus tubingensi; o
segundo por b - P. formosus, F. proliferatum, P. formosus, P. formosus, P. parvisporus, M. circinelloides, A. flavus,
A. novoparsiticus; e para o terceiro grupo, ¢ - formado por F proliferatum, P. formosus, P. formosus, P. parvisporus,
M. circinelloides, A. flavus, A. novoparsiticus, A. niger, A. Brasiliensis, A. fumigatus, A. fumigatus, A. fumigatus, F.
oxysporum, F. fujikuroi, T. barzianum, sendo que os fungos A. tubingensis e P. formosus apresentaram os maiores
volumes proteicos, além de; diferirem dos demais tratamentos neste estudo.

Na Tabela 3 sio apresentados os resultados médios para as atividades lipoliticas especificas expressas em U
mg’.
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Tabela 3. Valores médios para as atividades lipoliticas especificas (U mg™)

Teste de homogeneidade de variancia

valor-p: 0,001391636

teste de Tukey

Grupos Tratamentos Médias

a P. formosus 8,004 = 1,35
ab P. formosus 5,897 + 1,78
abc A. tubingensis 5,077 = 3,28
bed P. formosus 3,402 = 1,06
cd P. parvisporus 2,406 = 0,68
cd M. circinelloides 2,191 = 0,25
cd A. novoparsiticus 1,903 = 0,86
cd A. fumigatus 1,723 + 0,61
cd F proliferatum 1,626 = 0,86
d F oxysporum 1,268 = 0,60
d A. flavus 1,171 = 0,52
d A. niger 1,092 = 0,74
d A. brasiliensis 0,624 = 0,31
d A. fumigatus 0,575 = 0,15
d A. fumigatus 0,505 = 0,30
d T. barzianum 0,369 + 0,12
d F. fujikuroi 0,212 *+ 0,10

Teste de varidncia para valor-p, realizado através das medias em triplicata. Letras iguais nio diferenciam pelo teste de Tukey a 5%.

Nessa tabela (3), conforme avaliados pelo teste de Tukey ao nivel de significincia de 5%, foram obtidos 4 gru-
pos estatisticamente diferentes, onde o grupo a é composto pelos fungos P. formosus, A. tubingensis; b composto
por P. formosus, A. tubingensis; ¢ composto por A. tubingensis, P. formosus, P. parvisporus, M. circinelloides, A. no-
voparsiticus, A. fumigatus, E. proliferatum; e d composto pelos fungos P. formosus, P. parvisporus, M. circinelloides,
A. novoparsiticus, A. fumigatus, F. proliferatum, E oxysporum, A. flavus, A. niger, A. brasiliensis, T. harzianum e F.
fujikuroi. Ainda na Tabela 3 é possivel observar que os melhores fungos fazem parte do grupo a que, conforme o teste
de Tukey empregado, nao ha diferenca significativa entre eles.

Os fungos necessitam de uma fonte de carbono para o pleno desenvolvimento e assim produzir os seus meta-
bélitos durante o crescimento fingico. Esses compostos, a partir do metabolismo, podem ser extraidos e aplicados em
varios ramos da biotecnologia, como as lipases, que podem ser biosintetisadas e ativadas por estes microrganismos. A
observacgdo da cinética durante o crescimento dos fungos em pesquisas demonstra que diferentes fontes de carbono
podem ser utilizadas para a producio de lipases, como o 6leo de soja, o glicerol e a glicose, onde foram obtidos resul-
tados com alta eficiéncia de atividade lipasica (COSTA et al., 2017).

O crescimento em vdrias fontes de carbono demonstra a plena capacidade que os fungos possuem de assimi-
larem estes compostos durante o seu desenvolvimento, sendo observados nas cepas fingicas que foram capazes de
assimilarem o azeite de oliva como unica fonte de carbono neste estudo. O azeite demonstrou ser uma 6tima fonte
de carbono para a producio das enzimas lipases, Silva (2017) e Garcia (2011) demonstraram em estudos frequentes




a utilizagdo desse substrato, em comparagio com o dleo de soja como outra fonte alternativa, mostrando que o azeite
pode apresentar maior eficiéncia conseguindo alcancar taxas superiores de produg¢io das enzimas lipases. Essa assimi-
lacdo com o azeite fez com que os fungos neste estudo produzissem maiores quantitativos proteicos e maiores taxas
de enzimas lipases como observado anteriormente nas Tabelas 1, 2 e 3.

Comparando os resultados da Tabela 3 com os da Tabela 4, ¢ possivel observar alguns microrganismos pro-
dutores de lipases ja estudados na literatura, que apresentam atividade lipolitica especifica com resultados entre 0,1
25,9 Umg".

Tabela 4. Atividades lipoliticas especificas em U mg" presentes na literatura

Atividade especifica de lipase

Fungo/Bactéria Cepa Referéncias

(U mg?)
Aspergillus niger MYA 135 0,19 Garcia (2011)
Yarrowia lipolytica KKP 379 0,68 Kapturowska (2012)
Candida rugosa - 59 Lopes (2016)

Quando comparados aos fungos do presente estudo, nota-se que o fungo Paecilomyces formosus (primeiro
isolado) apresenta atividade lipolitica especifica mais alta quando comparados aos demais microrganismos estudados
nessa pesquisa, sendo superior aos microrganismos de referéncia encontrados na literatura, Tabela 4, com avaliacio
da taxa de produtividade na atividade especifica de lipases usando p-NPB como substrato. Os trés fungos neste estudo
que apresentaram as mais altas taxas de produtividade na atividade especifica de lipases ainda carecem de andlises,
sendo este estudo o primeiro relato de pesquisa sobre a capacidade de produzirem os mais altos niveis de enzima
lipase.

Outro estudo apresentado demonstra que a afinidade da lipase em relagio ao substrato também influencia na
atividade especifica, pois ela reage com os residuos de aminodcidos no sitio catalitico, conseguindo catalisar ésteres
de cadeias mais curtas ou mais longas. Esse estudo foi realizado por Freitas (2017) que demonstrou isso ao quantificar
lipases de Candida tropicalis, cujo substrato p-NPB nio apresentou atividade volumétrica, ja ao utilizar o substrato
laurato dep-nitrofenil (p-NFL) conseguiu-se obter 0,328 U mL"* de atividade volumétrica de lipases e, ao utilizar o
p-nitrofenil palmitato (p-NFP), obteve 0,065 U mL".

Com isso, a0 observar os resultados estatisticos, podemos inferir que houve diferenca estatistica significativa
(p < 0,05), ou seja, pelo menos um dos fungos apresenta diferenca um do outro. Na Tabela 1 estd demonstrada a
quantidade geral de enzimas presentes no meio e esse resultado, em sua maioria, € inversamente proporcional a0s
resultados em quantidades de lipases presentes no meio, ou seja, existem varios tipos de proteinas que um microrga-
nismo pode produzir, mas existem enzimas que sao mais ativas em certos substratos.

As lipases possuem alta especificidade, podendo serem seletivas a determinadas posicoes em relacio ao subs-
trato que catalisard. Estas enzimas podem produzir algumas dessas reacoes insignificantes, resultando menor per-
centagem de conversio (KAPTUROWSKA et al., 2012). Para que as lipases produzidas a partir de linhagens fingicas
se tornem mais especificas, elas precisam conseguir catalisar o substrato p-NPB, que possui uma menor cadeia de
carbonos e assim conseguirem obter maiores valores de atividades lipoliticas especificas.

Os fungos com maiores atividades especificas de lipases, P. formosus 1 e Il e A. tubingensis, ndo apresentaram
diferencas significativas entre si, o fungo P. formosus ¢ um fungo da classe endofitica, pertencente a familia Eurotia-
ceae e ao filo Ascomiceto, que pode ser encontrado no bagaco da cana-de-aguicar.

Este fungo foi relatado pela primeira vez no Brasil em 2016 (LOPES et al., 2016), sendo entio um fungo
pouco estudado, que pode apresentar grande importancia em processos bioindustriais, principalmente no estudo
enzimitico. O fungo Aspergillus tubingensis; apresentou também boa eficiéncia neste estudo, com resultados superio-
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res em relacdo aos microrganismos descritos na Tabela 4, sendo apenas inferior ao fungo Candida rugosa, mas com
resultados similares demonstrando que as atividades lipoliticas sao altas e também promissoras para varias aplicagoes
industriais.

Além disso, algumas espécies do género Aspergillus, como A. tubingensis e A. niger, sio conhecidas por
serem capazes de produzirem enzimas celulases, responsaveis por catalisar a hidrolise de celuloses (PRAJAPATI et al.,
2018). O fungo A. tubingensis apresenta estudos com diferentes fontes de carbono, como galactose, glicose, glicerol
e sacarose na otimizacao e producao de lipases e esterases, com produ¢ao maxima de lipases na presenca de glicerol
e poliuretano igual a 1,14 uM min.”, podendo ser observado que este fungo é capaz metabolicamente produzir altos
niveis de enzimas lipases (KHAN et al., 2017), conforme descrito no presente estudo.

4 CONSIDERAGOES FINAIS

Os fungos em estudo foram capazes de se desenvolverem e produzirem lipases utilizando o azeite de oliva
como Unica fonte de carbono. Em especial o fungo P. formosus I (primeiro isolado), conseguiu produzir 8,004 U mg"
de lipases, seguido pelos fungos P. formosus 11 (segundo isolado) e A. tubingensis. E de acordo com literatura esses
resultados sio considerados elevados e com capacidade de serem aplicados em diversas aplicacoes na bioindustria,
sendo também o primeiro relato cientifico destas enzimas lipoliticas produzidas por esses fungos.
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