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Diversas pesquisas tém estudado a tecnologia de modificacdo dos dleos e gorduras e a obtencao de
concentrados de acidos graxos poli-insaturados que beneficiem a satde do ser humano. As lipases
sdo enzimas que catalisam a hidrolise parcial ou total destes triacilglicerdis (TAGs) produzindo
acidos graxos livres (AGLs), diacilglicerol (DAG), monoacilglicerol (MAG) e glicerol. Neste
trabalho, as enzimas produzidas pela cepa mutante Aspergillus niger 11T53A14 e pela cepa
selvagem Aspergillus niger C foram utilizadas para a hidroélise do 6leo de girassol. As lipases foram
caracterizadas quanto a sua espeficidade em relacéo a diferentes p-nitrofenil ésteres e aplicadas na
hidrolise de 6leo de girassol. As condicdes da hidrélise enziméatica do 6leo de girassol foram:
proporcéo molar de agua:oleo (8:1); carga da lipase de 5 U/g de 6leo; 50°C e agitacdo orbital de
150 rpm. Os acidos graxos livres foram quantificados em titulador automatico com NaOH 0,05 N.
Os melhores resultados de hidrdlise foram obtidos com extrato bruto de A. niger C, que
apresentaram 228 mM de &cidos graxos livres em 5,5 horas de reacgéo.

1. INTRODUCAO

A importancia dos acidos graxos poli-insaturados (AGPIs) essenciais, como os acidos linoléico e a-
linolénico na dieta humana tem sido assunto de grande relevancia (Kraus-Etshcmann et al., 2007;
Feltes et al., 2013). Esses AGPIs sdo essenciais, pois ndo podem ser sintetizados pelo organismo
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humano devendo ser fornecidos através da dieta. O concentrado de AGPIs possui uma ampla
aplicacdo na industria de alimentos, sendo fonte de acidos graxos especificos e desejaveis para fins
nutricionais. Diversos estudos tém demonstrado o uso de lipases na modificacdo de dleos e
gorduras, como na obtencdo de AGPIs e de lipideos estruturados (Munio et al., 2009; Nunes et al.,
2011).

As lipases sdo enzimas hidroliticas, que em ambientes aquo-restritos sdo capazes de catalisar
diversas rea¢des como esterificacdo, transesterificacdo e interesterificacdo (Sharma et al., 2001).
Para decidir sua aplicacdo final, primeiramente é necessario conhecer a especificidade das lipases.
As lipases microbianas podem ser classificadas em trés grupos: especifica em relacdo a posicao 1,3
do acido graxo no triglicerideo, ndo-especifica ou especifica em relacdo ao tamanho da cadeia do
acido graxo. As lipases acido graxo especificas sdo aquelas que catalisam a hidrdlise de tipos
especificos de grupos acilas nas moléculas de TAG.

O objetivo deste trabalho foi produzir e avaliar a especificidade de dois extratos enzimaticos brutos
produzidos por duas cepas de Aspergillus niger, além de utilizd-los na obtencdo de concentrados de
acidos graxos poli-insaturados por hidrélise enzimatica do éleo de girassol.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Produgao de Lipase por Fermentacao em Estado Sélido

O extrato enzimatico lipolitico foi produzido através de fermentacao em estado sélido pelos fungos
Aspergillus niger 11T53A14, cepa geneticamente modificada por métodos classicos, e Aspergillus
niger C, isolada em amostras de margarina, ambas da Colecao de Microrganismos de Interesse da
Industria de Alimentos e Agroenergia, da Embrapa Agroindustria de Alimentos. Os experimentos
foram conduzidos em colunas aeradas, incubadas em banho-maria a 32 °C e com entrada
controlada de ar ndo umedecido de 1,0 vwvm por 96 horas. Os fungos foram inoculados em cada
coluna contendo 40 g de meio (torta de dendé umidificada com 80 mL de solucdo de sulfato de
amonio e com adicdo de 3% de borra de dendé como indutor). A enzima foi extraida com a adicao
de 2,5 mL de tampdo fosfato de sddio 0,1M (pH 7,0) por grama de meio fermentado,
permanecendo por 1 hora sob agitacdo de 90 rpm por 1 h em shaker com banho a 32 °C. O extrato
enzimatico bruto foi obtido apds filtracdo com papel de filtro seguido de filtracdo em membrana de
microfiltracdo (0,45 um) para posterior determinacdo das atividades enzimaticas.

2.2. Determinagao da Atividade

A atividade lipasica expressa o potencial catalitico da enzima na hidrdlise do 6leo presente na
emulsdo (agua-dleo de oliva-goma arabica), liberando acidos graxos e glicerol. A determinacdo da
atividade lipasica no extrato bruto foi realizada por método titulométrico, segundo o procedimento
descrito por Pereira et al. (2001), com pequenas modificacGes: adicionou-se 1 mL do extrato
enzimatico a 4 mL de tampao citrato de sddio 50 mM pH 4,0 e 5 mL de emulsdo de goma arabica
(48 mL de agua destilada, 48 mL de 6leo de oliva e 7 g de goma arabica). Apds 15 min a 35°C, a
reacdo foi interrompida com a adicdo de 10 mL de uma solugdo 1:1:1 de acetona/etanol/agua e a
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titulagdo realizada com NaOH (0,05 N), até pH final 11,0, e o resultado foi expresso em U por grama
de substrato seco (SS) utilizado como meio para a producdo da enzima (U.gss'). O branco da reacdo
foi realizado adicionando-se a enzima no momento da titulacdo. Uma unidade de atividade lipasica
(U) foi definida como a quantidade de enzima capaz de produzir 1 umol de acidos graxos (oleico)
por minuto, sob as condi¢des de ensaio padrdo. Toda a analise foi feita em duplicata para os
brancos e em triplicata para as amostras.

2.3. Avaliacao da Especificidade da Lipase

Avaliacdo das especificidades das lipases de Aspergillus niger (C e 11T53A14) foi realizada através
da hidrdlise de p-nitrofenil ésteres com cadeias de tamanho curto (acetato, C2; butirato, C4), médio
(octanoato, C8; laurato, C12) e longo (palmitato, 16). Todos os substratos e o padrdo de p-
nitrofenol utilizados para este teste foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, EUA). Para
tanto, uma solucdo de extrato enzimatico foi preparada em tampao fosfato 50 mM pH 7,0. Os
diferentes substratos foram solubilizados em &lcool isopropilico e/ou DMSO e depois
homogeneizados em tampao fosfato 50 mM pH 7,0, de forma que a concentracdo dos substratos
foi de 560 uM. A reacdo foi acompanhada pela liberacdo de p-nitrofenol no meio reacional, o qual
foi detectado por leitura espectrofotométrica a 410 nm (Stoytcheva et al., 2012). Em tubo de
ensaio, 2 mL do substrato foram aclimatados a 372C em banho-maria. A seguir 100uL do preparado
enzimatico foram adicionados ao tubo de ensaio e, em seguida, transferidos para a cubeta para
acompanhamento do aumento da absorvancia a 410 nm por 100 segundos. Todas as analises foram
feitas em triplicata. A atividade enzimatica foi calculada de acordo com a Equacdo 1 e graficamente
expressa em percentual relativo a atividade mais alta de cada enzima para cada substrato.

A = [(AAbs/At) . f. Vr]/Va (1)
Onde:

A - atividade da enzima (U/L), onde uma unidade (U) de atividade enzimatica hidrolitica é definida
como a quantidade de enzima que libera 1 pumol de p-nitrofenol por minuto nas condi¢des do
ensaio;

AAbs - variacdo de absorbancia no intervalo de tempo (At, em minutos) transcorrido durante a fase
de aumento linear da absorbéancia;

At - o tempo decorrido de analise, em minutos;
Vr - volume reacional total (L);
Va - volume da solucdo amostra (L);

f - fator de conversdo dos valores de absorvancia para a concentracdo de p-nitrofenol (109,3
umol/L).
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2.4. Hidrélise Enzimatica do Oleo de Girassol

A hidrdlise do dleo de girassol foi realizada em duplicata utilizando uma razdao molar de 6leo:dgua
de 1:8. A carga de enzima aplicada foi padronizada para 5 U por grama de éleo. Um branco
reacional foi realizado adicionando apenas agua juntamente com o éleo de girassol. A reacao
ocorreu sob agitacdo de 150 rpm e 50 °C. Amostras do meio reacional (1mL) foram coletadas a 0,5,
1, 1,5, 2, 3, 4 e 5 horas de reacdo. A reacdes foram interrompidas com 1 mL de reagente de parada
(Agua, Acetona, Etanol (1:1:1)) e foi adicionado 28 mL de 4gua destilada para equilibrar o volume. A
concentracdo de acidos graxos livres foi determinada por titulagdo com NaOH 0,05 N.

3. RESULTADOS

Os resultados de producdo da lipase pelas duas cepas mostraram que o fungo A. niger 11T53A14
atingiu valor maximo (72,57 U.gss-1, em 48 h de fermentagdo) muito préximo ao do A. niger C
(67,49 U.gss-1, em 96 h de fermentacdo). Embora os valores da atividade enzimdtica estejam
préoximos, o tempo de fermentacdo para alcangd-los foi maior para a cepa A. niger C (Figura 1).
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Figura 1. Comparag¢do da produgdo de lipase por A.niger 11T53A14 e A.niger C em torta de dendé
umidificada com solugdo de sulfato de aménio e com indutor de borra de dendé.

Em relacdo a especificidade dos extratos brutos produzidos (Figura 2), A. niger C produziu um
extrato com alta especificidade para substrato com cadeia carboxilica de 8 carbonos, apresentando
menor atividade para 12 e 16 carbonos e atividade pouco expressiva para cadeia curta (2 e 4
carbonos). O fungo A. niger 11T53A14 produziu um extrato menos especifico quando comparado
ao fungo A. niger C. Valores de atividade elevados foram observados para substratos com cadeia
carboxilica de 8 e 16 carbonos. Porém, ao contrdrio do observado para o extrato de A. niger C, o
extrato de A. niger 11T53A14 apresentou valores de atividade para substratos com cadeia curta
(acetato), maior que 50% do valor maximo observado.
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Figura 2. Comparagdo da especificidade dos extratos produzidos por A. niger 11T53A14 e A. niger C frente a
diferentes p-nitrofenil ésteres com cadeia carboxilica de 2, 4, 8, 12 e 16 carbonos.

Os dois extratos brutos obtidos foram utilizados para a hidrdlise enzimatica do dleo de girassol. Este
6leo foi escolhido por possuir cerca de 60% de acido linoleico, considerado essencial ao organismo
humano. Os melhores resultados foram obtidos, com o extrato obtido com a cepa de A. niger C,
onde se observou uma concentracdo de 228 mM de 4cido graxo em 5,5 h de reagdo. Quando o
extrato enzimatico da cepa A. niger 11T53A14 foi utilizado, apesar deste ser menos especifico e
apresentar maior atividade para p-nitrofenil palmitato (C16), a hidrélise do éleo de girassol foi
praticamente nula. Avaliando uma possivel simbiose entre os extratos, misturaram-se os mesmo
numa proporg¢do enzimatica (m/m) de 1:1. O aumento foi pouco expressivo frente ao resultado
observado para a reagdo com extrato da cepa A. niger C, embora dados da literatura sugiram que o
uso concomitante de extratos enzimaticos com especificidade diferentes poderia melhorar a acdao
da lipase nos diferentes acidos graxos presentes em 6leo vegetais (Rodrigues e Ayub, 2011).
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Figura 3. Concentragdo de dcido graxos livres obtidos durante a hidrdlise de dleo de girassol.
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4. CONCLUSOES

Nota-se que apesar do tempo de producao da lipase pela cepa mutante 11T53A14 ser menor e sua
especificidade ser mais abrangente na hidrélise de p-nitrofenol com cadeias de diferentes
tamanhos em comparacdao com a lipase produzida pela cepa selvagem C, na hidrdlise do éleo de
girassol os melhores resultados foram obtidos com o extrato enzimatico produzido pela cepa
selvagem Aspergillus niger C. Quando os extratos enzimaticos foram misturados na mesma
proporcdo, com atividade enzimdtica proxima, ndo agiram de forma sinérgica, apresentando
rendimento de hidrélise muito baixo.
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