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Uso de 6leo e sementes de tucuma (Astrocaryum sp) na produgao
de lipases

Use of Tucuma (Astrocaryum sp) oil and seeds on lipase
production

Joao Vitor Carvalho Fontanini', Hélvia Nancy Fuzer Lira?, Milena Martins Andrade?

RESUMO

As lipases s&o enzimas responsaveis pela catdlise das reagcbées de hidrdlise de triglicerideos de
cadeia longa, podendo ser obtidas por diversas fontes. Entre elas se destaca a microbiana e entre os
micro-organismos produtores de lipase, os fungos sdo preferiveis pela facilidade de cultivo e
obtencdo destas enzimas. Este trabalho teve o objetivo de produzir lipases pelo fungo filamentoso
Botryosphaeria ribis EC-01 por fermentagdo submersa utilizando residuos agroindustriais derivados
do fruto tucuma (Astrocaryum sp). B. ribis EC-01 foi inoculado em diferentes concentragcbées dos
substratos 6leo (0,5 — 2 %, m/v), farinha da casca (2 — 6 %, m/v) e farelo da améndoa (2 — 6 %, m/v)
de tucuma a 28 °C. A atividade de lipase foi determinada por UVVis pelo método da hidrélise do
PNPP. A maior atividade obtida foi de 2992 U/L utilizando o éleo de tucuma na concentragéo de 0,5 %
(m/v). Os substratos avaliados foram capazes de induzir a produgéo de lipases, constituindo fontes
baratas que diminuem o custo de produgao destas enzimas.

PALAVRAS-CHAVE: Botryosphaeria ribis EC-01; fermentacdo submersa; residuos agroindustriais

ABSTRACT

Lipases are enzymes responsible for the triglycerides of long-chain hydrolysis catalysis and can be
obtained by several fonts. Between them stands the microbian one, and among the microorganisms
that produce lipase, the fungi are the most desired because of the facility of cultivation and obtention
of these enzymes. This work intended to produce lipase by the filament fungi Botryosphaeria ribis EC-
01 by submerged fermentation using agro-industrial derived from tucuma fruit waste (Astrocaryum sp).
B. ribis EC-01 was inoculated in different concentrations of the subtracts oil (0.5 — 2%), shell flour (2 —
6% m/v), and nut bran (2 — 6%, m/v) of tucuma at 28°C. The lipase activity was determined by UV/VIS
and the hydrolysis of the pNPP method. The highest activity obtained was 2991 U/L using tucuma oil
at a concentration of 0.5% (m/v). The substracts evaluated could induce lipase production, consisting
of cheap fonts that reduce the cost of these enzymes production.

KEYWORDS: Botryosphaeria ribis EC-01; submerged fermentation; agro-industrial waste.

INTRODUGAO

Na crescente busca pelo avancgo técnico e cientifico atual, o mercado tem se
voltado cada vez mais para um certo grupo de polimeros que catalisam diversas
reacdes quimicas: as enzimas (RAMIREZ; ACEVES, 2014). Processos utilizando
enzimas como catalisadores sdo geralmente mais eficientes, e ambientalmente
sustentaveis (MONTEIRO; SILVA, 2009). Assim, com resultados promissores, e
aspecto de sustentabilidade, as enzimas se mostram como um ramo prospero para o
investimento industrial. As lipases sdo um grupo de enzimas que catalisam a hidrdlise
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de triglicerideos de cadeia longa (HASAN; SHAH; HAMEED, 2006) e sdo o grupo
mais importante de enzimas para biocatalise em aplicagbes biotecnoldgicas (HASAN;
SHAH; HAMEED, 2006) (JAEGER; EGGERT; 2002), podendo ser utilizadas na
producdo de biodiesel, na industria téxtil, farmacéutica, e possivelmente até no
tratamento do cancer (CHANDRA et al., 2020).

As lipases podem ser obtidas por diversas fontes como a animal, vegetal e
microbiolégica (CHANDRA et al., 2020). Entre os micro-organismos produtores de
lipases, foi escolhido o fungo Botryosphaeria ribis EC-01 para a produgdo sob
fermentacdo submersa, o qual apresenta resultados promissores produzindo em
Oleos e alcoois como os 6leos de soja, mamona, e o glicerol (ANDRADE et al., 2013;
CARVALHO et al.,2023).

Frutos amazbnicos tem grande relevancia para o estudo, uma vez que
possuem macro e micronutrientes, os quais podem ser interessantes do ponto de
vista biologico para a produgdo de enzimas (CARVALHO et al., 2023). O Tucuma
(Astrocarium sp), um fruto de cor amarelada rico em fibras e lipidios (COSTA et al,
2010). Apds o consumo da polpa do fruto, os carogos sdo descartados no lixo e nao
sdo reaproveitados, sendo que a améndoa do tucuma possui alto teor de dleo
(BARBORASA et. al., 2009). Desta forma, tanto o 6leo extraido como as sementes
podem ser utilizados como fonte lipidica, de carbono e nitrogénio na produgédo de
lipases por Botryosphaeria ribis EC-01. Portanto, esse trabalho teve o objetivo de
utilizar o tucuma integralmente para produgao experimental de lipases por este fungo
sob fermentacao submersa.

METODOLOGIA

MATERIAIS

O fruto (Tucuma), substrato utilizado, foi gentilmente doado pela Prof? Dr?
Helvia Lira que forneceu o 6leo do fruto, casca, e a farinha da améndoa (endocarpo).
Também foi utilizado como meio sélido o Batata dextrose agar — BDA (Acumedia),
bem como o padrdo na determinacao de lipases palmitato de p-nitrofenila (Sigma-
Aldrich).

MANUTENCAO DO MICRO-ORGANISMO E PRODUGAO DO INOCULO

O micro-organismo utilizado foi Botryosphaeria ribis EC-01 (GenBank
Accession Number DQ852308) mantido em BDA (Batata Dextrose Agar) a 4 + 2 °C,
que foi repicado do meio de manutencao para placas de Petri e deixado em estufa a
28 °C por 5 dias para o seu desenvolvimento. Apos esse tempo, quatros discos (~0,7
cm didmetro) contendo hifas foram utilizados para inocular frascos Erlenmeyer de
125 mL contendo 25 mL de meio compostos pelos substratos (Tabela 1) em agua
destilada.
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Tabela 1 — Concentragdes dos substratos provenientes do tucuma

Substrato Concentragées (%)
Oleo 0,5 1 2
Farelo da casca 2 4 6
Farinha da améndoa 2 4 6

Fonte: Elaborado pelos autores.

Os frascos permaneceram durante cinco dias em uma incubadora shaker a
180 rpm e 28 °C. Os experimentos foram conduzidos em ftriplicata para cada
concentragéo. Apos esse tempo, os cultivos foram interrompidos por centrifugagao
(6000 rpm/15 min) e os sobrenadantes foram utilizados como fonte de lipases
(Figura 1).

Figura 1 — Esquema da produc¢ao experimental e quantificagao da lipase.

/\
DBAN..
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B.Rils Inoculo do microorganimo Interrupcao por centrifugagao
(cultivo estoque) Shaker, 5 dias, 180 rpm 28 celsius 15 min
Determinacao por espectroscopia Sobrenadante

Fonte: Autores.

DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

Para a determinagdo da atividade da lipase foi utilizado o método de
Espectroscopia UV/VIS, baseada na reagéo de hidrélise do palmitato de p-nitrofenila
(PNPP) pela lipase em solugédo aquosa (WINKLER; STUCKMANN, 1979), contendo
o surfactante Triton. Na reacdo de hidrélise, o p-nitrofenol (p-NP) é liberado, o qual
possui coloragdo amarelada, que absorve a luz incidida no comprimento de onda
410 nm para a leitura no equipamento (Figura 1). A reagao foi conduzida em tampao
fosfato pH 8, 55 °C e 2 minutos (MESSIAS et al., 2009). Uma atividade de lipase
(1U) foi definida como 1 pmol de pNP (p-nitrofenol), liberado por minuto por mL da
solugdo da enzima.

RESULTADOS E DISCUSSOES
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A produgcdo de lipases pelo fungo B. ribis EC-01 foi avaliada com o
aproveitamento integral do tucuma. Na Figura 2 é possivel observar os resultados
obtidos com utilizagéo do 6leo como substrato. E possivel notar que a concentracédo
que induziu a produgao de lipases foi a de 0,5 % (m/v), obtendo-se atividade de
2992 + 365 U/L. O aumento da concentragdo do 6leo desfavoreceu a produgéo
desta enzima, sendo que a 2 % (m/v), maior concentragdo avaliada, a atividade
decaiu quase 98 % (71,71 U/L).

Fontes lipidicas sdo conhecidas por induzir a produgéo de lipases (MESSIAS
et al., 2009) e a menor concentracéo avaliada (0,5 %, m/v) foi responsavel pela
maior atividade. Isto pode ser devido ao 6leo de tucuma conter diversos acidos
graxos, principalmente o palmitico (16:0), o oleico (C18:1), e o linoleico (C18:2)
(SILVA et al., 2022). Entretanto, o decaimento da producdo desta enzima com o
incremento da concentragao pode ser devido a presenga de certos componentes no
Oleo e seu valor de pH levemente acido, em torno de 5,5 (SILVA et al., 2022). Como
também, por conter B-caroteno em sua composi¢cdo que segundo Abdulhadi et al.
(2020) possui atividade antimicrobiana, inclusive contra fungos, inibe o seu
desenvolvimento e, consequentemente, diminui a produgdo dos metabdlitos de
interesse.

Figura 2 — Producgao de lipases utilizando do éleo de tucuma.
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Fonte: Autores.

A Figura 3 apresenta os resultados alcangados utilizando farinha da casca do
tucuma como substrato. Como pode ser observado no grafico abaixo, as
concentragbes avaliadas promoveram resultados semelhantes na produgao de
lipases por B. ribis EC-01, com maximo de producédo de 173 £ 43 U/L a 4% (m/v).
Este substrato parece néao ter sido suficiente isoladamente para a producao desta
enzima.
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Figura 3 — Producéo de lipases utilizando a farinha da casca de tucuma.
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Fonte: Autores.

A Figura 4 apresenta os resultados da atividade enzimatica, com a farinha da
améndoa do Tucuma, como substrato. Para este substrato houve maior atividade
enzimatica para a concentragao de 2% (m/v), sendo essa igual a 174 + 14 U/L.

Figura 4 — Producéo de lipases utilizando farinha da améndoa de tucuma.
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Observa-se que houve diminuicdo da atividade com o incremento da
concentragdo mais uma vez, que pode ser justificado pela améndoa possuir em
grande parte dleo, inibindo desta forma o desenvolvimento do micro-organismo por
conter compostos antimicrobianos (ABDULHADI et al., 2020).
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CONCLUSOES

A producéo de lipase por Botryosphaeria ribis EC-01 utilizando o fruto tucuma
mostrou que os substratos isoladamente induzem a producdo desta enzima,
entretanto em baixa concentracdo, sendo necessario, em estudos futuros, a
complementacdo do meio de cultivo. E importante ressaltar que com apenas 0,5 %
(m/v) de dleo de tucuma, o melhor resultado foi alcangado, evidenciando que estes
substratos constituem fontes econémicas para a producdo destas enzimas,
agregando valor a esses residuos.
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