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RESUMO

A bioprospeccdo de enzimas lipoliticas possui importancia biotecnologica e comercial devido a
possibilidade de aplicacdo destas em diferentes processos industriais. Diante do exposto o
objetivo deste trabalho foi quantificar a atividade ljpolitica de trés linhagens de fungos
leveduriformes identificados como Aureobasidium pullulans isolados a partir da planta medicinal
alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolia DC - Asteraceae). Para isso o sobrenadante obtido
a partir da centrifugacdo do meio para a producdo da ljpase foi submetido ao ensaio
colorimétrico que quantifica a hidrolise do palmitato de p-nitrofenil (pNPP). A atividade
enzimatica especifica em 72 horas foi avaliada e variou entre 38,4 e 42,6 U/mg entre os isolados
Bd 15, 26 e 39 do fungo leveduriforme A. pullulans. Desta forma, estes isolados podem ser
considerados candidatos promissores para a produgcdo comercial desta enzima e ainda como
possiveis fontes de enzimas lipoliticas alternativas as atualmente utilizadas nos processos
industriais.
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INTRODUCAO

Lipases (triacilglicerol-acil-hidrolases E.C.3.1.1.3) sao enzimas capazes de catalisar
reacoes como hidrdlise, inter-esterificacdo, alcolise, aciddlise, esterificagdo e amindlise.
(VAKHLU; KOUR, 2006). Amplamente encontradas na natureza as lipases, podem ser obtidas a
partir de fontes de origem animal, vegetal e microbiana, esta Ultima merece destaque, pois,
possui maior estabilidade e especificidade quando comparadas as demais. Dentre as enzimas
microbianas, as produzidas por fungos sao especialmente valorizadas por serem extracelulares,
o que facilita sua recuperagao a partir do meio de cultivo (CARVALHO et al., 2003).

De maneira geral, as lipases nao requerem cofatores, atuam em ampla faixa de pH, sdo
estaveis a altas temperaturas; possuem elevada especificidade e propriedades de régio, quimio
e enantiosseletividade que as tornam altamente aplicaveis em processos industriais tais como
nas industrias de detergentes, medicamentos, alimentos (panificacdo, queijos, chas), téxteis,
polpa e papel, curtumes, cosméticos, biodiesel, biossensores e também no tratamento de
efluentes (SHARMA; CHISTI; BANERJEE, 2001). Desta forma, a descoberta de novas lipases, a
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partir da bioprospeccdo microbiana proporciona promissoras perspectivas cientificas e
comerciais.

Diante do exposto o objetivo deste trabalho foi quantificar a atividade lipolitica de trés
fungos levedurifores identificados como Aureobasidium pullulans isolados a partir da planta
medicinal alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolia DC - Asteraceae).

MATERIAIS E METODOS

Os fungos leveduriformes A. pullulans Bd 15, 26 e 39 isolados e identificamos por
Pereira et al. 2014, foram selecionados para participar dos ensaios de quantificacao da atividade
lipolitica, pois, num estudo anterior (dados ndo mostrados) apresentaram indices enzimaticos
expressivos para a producdao da enzima lipase. Para tanto, inicialmente estes isolados foram
pré-cultivados em 3 mL de meio YPD liquido (12 h, 150 rpm a 25 °C); em seguida a
concentracdo do indculo foi padronizada com o auxilio do espectrofotometro (DOsoorm = 2),
500 pL desta preparacao foi adicionada a erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de meio para
a producdo de lipase (4 g/L de glicose; 6 g/L de sulfato de amonio; 1 g/L de fosfato de potassio
dibasico e 0.5 g/L de sulfato de magnésio hephidratado). 30 g de Tween 80 foram adicionados
apos 6 horas de cultivo (LIU et al., 2008 com modificacdes). Todos os frascos foram incubados
por 120 h, 150 rpm e 25 °C. Amostras de 1 mL foram removidas em intervalos de 24 h, sendo o
cultivo interrompido por centrifugagdo (9000 RCF, 15 min a 4°C), o sobrenadante obtido foi
utilizado para quantificar as proteinas e para avaliar a atividade lipolitica.

A dosagem de proteinas do sobrenadante foi realizada de acordo com o método de
Bradford (1976) de forma que a absorbancia foi relacionada a concentracao de proteinas a
partir da curva de calibragdo construida com o padrao soro-albumina bovina (BSA).

Para quantificar a atividade lipolitica, de acordo com Winkler e Stuckmann (1979) uma
emulsao do substrato palmitato de p-nitrofenil (pNPP) foi preparada pela adicao, gota a gota, de
1mL da solugao A (30 mg de pNPP dissolvidos em 10 mL de isopropanol) em 9 mL da solugao B
(0,4 g Triton X-100; 0,1 g de goma arabica e 90 mL de Tampao Tris HCl 50 mM pH 7,0) sob
intensa agitacao. A emulsao obtida, assim como as amostras, foram estabilizadas durante 5 min
a 37 °C. 0,2 mL do sobrenadante foram acrescentados a 1,8 mL da emuls3do de substrato e a
mistura foi incubada por 30 min. a 37 °C. Em triplicata, a absorbancia das misturas foram
mensuradas em 410 nm com auxilio de um espectrofotometro Biospectro SP-220. Uma unidade
(U) de atividade enzimatica, foi definida como a quantidade de enzima necessaria para a
liberagao de 1,0 pmol p-nitrofenol por minuto sob estas condigdes (O p-nitrofenol foi
quantificado por referéncia a uma curva padrao).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Como pode ser observado na Figura 1, apds 72 horas de cultivo os trés isolados
apresentaram niveis de atividade especifica desta enzima que variaram entre 38,4 e 42,6 U/mg,
resultados muito superiores ao encontrado por Leathers et al. (2013) em 12 diferentes clados
filogenéticos de A. pullulans cujo maior resultado ndo chegou a metade do conseguido por esta
investigacao. No entanto os nossos resultados foram inferiores aos encontrados por Liu et al.
(2008), mas cujos ensaios enzimaticos foram realizados com uma enzima purificada.

Universidade Estadual de Londrina - Rodovia Celso Garcia Cid, Pr 445, Km 380 - Campus Universitario
Caixa Postal 10.011 CEP 86057-970 Centro de Ciéncias Exatas - Departamento de Bioquimica e
Biotecnologia Fone +55 (43) 3371.4270 - big@uel.br



V SIMPOSIO DE BIOQUIMICA E BIOTECNOLOGIA
05 a 07 de agosto de 2015, Londrina - PR

VSIMBBTEC

Londrina 2015
FIGURA 1: Producao de lipase em meio liquido
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CONCLUSAO
Os resultados apresentados permitem observar que os isolados Bd15, 26 e 39 de
A. pullulans possuem uma elevada atividade lipolitica, o que os tornam candidatos promissores
como fontes de enzimas lipoliticas alternativas as que ja sao utilizadas atualmente pelos
processos industriais. No entanto, estudos enzimaticos adicionais com estes isolados sdo
recomendaveis para verificar a potencial aplicacdo biotecnoldgica destes em diferentes
processos industriais.
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