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Das Utopias

“Foi o tempo que perdeste com a tua rosa

que fez a tua rosa tdo importante.”
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As lipases sdo enzimas capazes de hidrolisar ésteres insoluveis em agua, como
triacilgliceréis de cadeia longa, sendo que atuam na interface 6leo-agua onde
através do mecanismo de ativagéo interfacial ocorre um aumento da atividade da
enzima. Essas enzimas também catalisam reacées de esterificagdo e
transesterificacdo quando presentes em meio nao aquoso. As lipases encontram
diversas aplicacbes nas areas de alimentos, farmacéutica, detergentes, téxtil,
cosméticos, quimica fina e na producao de biodiesel. Do grande numero de lipases
ja descobertas apenas algumas ja demonstraram possuir estabilidade e
especificidade adequada para aplicacbes industriais. A busca por novos
microrganismos produtores de lipases vem a contribuir para a obtencao de enzimas
com alto rendimento, estabilidade, especificidade e de baixo custo de producéo e
recuperacao. Muitos subprodutos agroindustriais podem apresentar grande potencial
para a produgao de enzimas, através da sua utilizacdo como substrato no cultivo dos
microrganismos por fermentagcéo no estado solido. A fermentagdo em estado sélido
(FES) tem se mostrado como uma alternativa interessante na produgao de enzimas
microbianas, devido a possibilidade de utilizacao de residuos e subprodutos da
agroindustria como fonte de nutrientes e suporte para o desenvolvimento do
microrganismo. Neste sentido, o presente trabalho teve por objetivo geral a
realizacdo de um screening de cepas produtoras de lipases, por método de
plagueamento em meio sélido e por fermentacdo em estado solido. As cepas
isoladas e selecionadas foram caracterizadas por técnicas de biologia molecular e
microbiol6gicas. Para a avaliagdo da variabilidade genética entre as cepas isoladas
foi utilizada a técnica de RAPD (Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso), para
determinar o indice de similaridade bem como o grau de polimorfismo entre as cepas
estudadas. Foram isolados e selecionados 203 microrganismos potencialmente
produtores de lipases extracelulares, a partir de diversas fontes. A capacidade
destes de produzir lipases foi avaliada em placas com &gar tributirina e por
fermentagcdo em estado sdlido em meio a base de farelo de soja. A técnica de
microcultivo foi utilizada para melhor visualizar a morfologia microscopica dos
microrganismos. Através dessa técnica foi possivel verificar a predominancia dos
géneros Penicillium e Aspergillus. Os marcadores RAPD foram eficientes para
agrupar os organismos isolados, podendo associar os resultados de atividade de
hidrélise com a analise genética, selecionando-se trés fungos que sao similarmente
produtivos e geneticamente diferentes. Os maiores produtores apresentaram
atividades que variaram de 32 21,89 U mL™" .
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Lipases are enzymes able to hydrolize long chain triacylgrlycerols, acting at the oil-
water interface, through the mechanism of interface activation. These enzymes also
catalyze esterification and transesterification reactions, when present in non-aqueous
medium. Potential applications of lipases are found in food industry, as well as
detergents, textile, cosmetics, chemistry and biodiesel industry. From many kinds of
lipases already reported, only a few have shown the stability and specificity that are
required for industrial applications. The quest for new lipase producing
microorganisms can contribute for finding new enzymes, with high yield, stability,
specificity and low production and recovery costs. Many agro-industrial byproducts
may present a high potential for enzyme production using solid state fermentation
(SSF), which is an attractive alternative technique for production of microbial
enzymes, due to the possibility of using residues and byproducts of agro-industry as
source of nutrients and support for microorganism growth. Thus, the present work
aimed at screening new strains able to produce lipases, using agar plate technique
and solid state fermentation. The strains that were isolated and selected by these
methods were then characterized by molecular biology and microbiology techniques.
The genetic variability of the selected microorganism was carried out using RAPD
(random amplified polymorphic DNA) to determine the similarity index and the degree
of polymorphism between the strains. A total of 203 were isolated and selected from
different sources. The strains were characterized as potential producers of
extracellular lipases. The ability to produce lipases was assessed by growth in agar
plates with tributyrin and by solid state fermentation using soybean bran as substrate.
Microcultivation technique was used to characterize microscopic morphology of the
microorganisms. Penicillium and Aspergillus were the predominant genera of the
isolated strains. RAPD markers were effective to group the isolated strains. The
results of hydrolytic activity could be correlated with the genetic data, and it was
possible to select three potential fungi, genetically different, that produced similar
amounts of lipases. The highest production of lipases of such microorganisms varied
from3t021.89 UmL".



