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APRESENTACAO

As Ciéncias Biologicas estéo relacionadas a todo estudo que envolve os seres
vivos, sejam eles micro-organismos, animais ou vegetais, bem como a maneira
com que estes seres se relacionam entre si e com 0 ambiente. Quando se fala em
Ciéncias da Saude faz-se mencao a toda area e estudo relacionada a vida, saude
e doenca. Neste sentido, fazem parte das Ciéncias Bioldgicas e Saude areas como
Biologia, Biomedicina, Ciéncias do Esporte, Educacéao Fisica, Enfermagem, Farmacia,
Fisioterapia, Fonoaudiologia, Medicina, Medicina Veterinaria, Nutricdo, Odontologia,
Saude Coletiva, Terapia Ocupacional, Zootecnia, entre outras.

Apreservacao do meio ambiente, a manutengao da vida e a saude dos individuos é
foco principal dos estudos relacionados as Ciéncias Biol6gicas, onde pode-se navegar
por um campo bem abrangente de pesquisas que vai desde aspectos moleculares
da composicéo quimica dos organismos vivos até termos médicos utilizados para
compreensao de determinadas patologias.

Neste ebook é possivel observar essa grande diversidade que envolve os aspectos
da vida. A preocupacéo de profissionais e pesquisadores das grandes academias em
investigar formas de viver em equilibrio com o meio ambiente, bem como aproveitando
da melhor forma possivel os beneficios ofertados pelos seres vivos.

Inicialmente sdo apresentados artigos que discutem os cuidados de enfermagem
com os seres humanos, desde acidentes com animais peconhentos, cuidados com
a dengue, preenchimento de prontuarios, cuidados com a higiene, atendimento de
urgéncia e emergéncia e primeiros socorros, doengas sexualmente transmissiveis e
hemodialise.

Em seguida sao apresentados alguns estudos relacionados a intoxicacdo com
drogas e alcool, bem como aspectos envolvendo a farmacologia. Caracterizacao
bioguimica de enzimas e sua relacado com infarto, insegurancga alimentar e obesidade
infantil.

Ainda podem ser observados artigos que relatam sobre aspectos antimicrobianos
e antioxiodantes de vegetais e micro-organismos. Presenca de fungos plantas.
Caracterizacado do solo e frutas. Doencas em plantas. E para terminar, vocé ira
observar algumas discussdes envolvendo a fisioterapia no desenvolvimento motor de
criangas, os beneficios da caminhada, além de tratamentos estéticos para o controle
de estrias.

Christiane Trevisan Slivinski
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RESUMO: Lipases (EC. 3.1.1.3) séo enzimas
cuja acao ocorre sob ligacbes éster de varios
compostos com acilgliceréis como substratos
naturais. As lipases apresentam grande
importéncia biotecnologica, sendo produzidas
por animais, plantas e microrganismos, com
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DE ASPERGILLUS NIGER

0s ultimos destacando-se quanto a producéo
industrial devido a sua estabilidade, seletividade
pelo substrato.
Diversas espécies de fungos filamentosos séo

e ampla especificidade
bons produtores de lipases destacando-se
Aspergillus niger, cuja producao de lipases tem
grande importancia comercial. Diante disso, o
presente estudo selecionou 18 linhagens de A.
niger, previamente isoladas de frutas secas e
castanhas do Brasil, caracterizadas como nao
produtoras de ocratoxina A e fumonisina B,.
Estas linhagens foram avaliadas quanto ao
potencial de producao de lipases em meio de
cultura, contendo Tween 20 como substrato. As
linhagens foram cultivadas por 4 dias a 28°C,
seguido por incubacdo por 12 horas a 4°C,
antes da avaliagdo da presenca ou auséncia de
halos de degradacéo. A avaliagdo do potencial
de producdo de lipases foi determinada por
método semiquantitativo através do indice
Enzimatico (IE) — (didmetros da colbnia + halo de
degradacao / diametro da colbnia). Linhagens
com IE maior ou igual a dois foram consideradas
candidatas satisfatérias a analises posteriores.
Os resultados permitiram verificar que as
dezoito linhagens de A. niger apresentaram
potencial lipolitico. No entanto, quatro linhagens
(CB 1551; UV 10.124; UV 2.3 e FS 500) se
destacaram apresentando os maiores IE (2,7;
2,6; 2,6 e 2,6; respectivamente). As linhagens
foram selecionadas para avaliagbes posteriores
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com o intuito de serem disponibilizadas a finalidades industrial e biotecnolégica.
PALAVRAS-CHAVE: Aspergillus niger, lipases, selecao.

ABSTRACT: Lipases (EC. 3.1.1.3) are enzymes whose action takes place under ester
bonds of many compounds with acylglycerol as natural substrates. Lipases have great
biotechnological importance, being produced by animals, plants and microrganisms, with
the latter standing out as an industrial manufacturing due to its stability, selectivity and
broader substrate specificity. Several species of filamentous fungi are good producers
of lipases highlighting Aspergillus niger, whose production of lipases has commercial
importance. Thus, the present study selected 18 strains of A. niger, previously isolated
from dried fruits and nuts from Brazil, characterized as not producing ochratoxin A and
fumonisin B,. These lines were assayed for potential of lipase production in culture
medium, containing Tween 20 as substrate. The strains were cultured for 4 days at
28 ° C, followed by incubation at 4 ° C for 12 hours before assessing the presence
or absence of degradation halos. The evaluation of lipases production potential was
determined by semiquantitative method by Enzymatic Index (El) - (colony diameter
+ halo degradation / colony diameter). Strains with El greater than or equal to two
were considered satisfactory candidates the further analysis. The results showed that
18 strains of A. niger indicate lipolytic potential. However, four strains (CB 1551; UV
10,124; UV 2.3 and FS 500) stood out presenting the greatest IE (2,7; 2,6; 2,6 and
2,6; respectively). The strains were selected for subsequent evaluations in order to be
available to industrial and biotechnological purposes.

KEYWORDS: Aspergillus niger, lipases, selection.

INTRODUGCAO

Enzimas atuam como catalisadoras de rea¢des quimicas, sendo essenciais para
o sistema metabdlico de todos os organismos vivos (ORLANDELLI et al, 2012). O
interesse industrial e biotecnol6gico em seu papel como catalisadores € relevante
quando considerado os processos que as incluem, proporcionando facilidade de
controle, pouca complexidade e pelo fato de serem energeticamente favoraveis,
resultando em menor custo de investimento (DZIEZAK, 1991; PATEL, 2002; PIZARRO
e PARK, 2003).

Os fungos filamentosos consistem num dos maiores grupos de microrganismos,
apresentando ampla diversidade quanto a morfologia, fisiologia e aspectos bioquimicos.
Estas caracteristicas tem possibilitado a exploracdo de linhagens fungicas sob
condicbes adequadas, capacitando a producdo de enzimas como as lipases, que
podem resultar em produtos comercializaveis.

O particular interesse na utilizagéo de fungos para producéao de lipases é devido
ao fato de apresentarem versatilidade metabdlica e algumas vantagens quanto a
facilidade de producdo enzimatica em larga escala, rendimentos elevados, maior
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atividade e estabilidade enzimatica entre pH 6,0 e 8,0, e temperatura entre 30 e 40°C.
Outro fator bastante relevante quanto a utilizagdo de microrganismos para produgcao
de enzimas como lipases € o rapido crescimento em meios de cultivo de baixo custo,
podendo ser utilizados diversos substratos e a simples recuperacéo enzimatica pelo
fato de muitas lipases serem excretadas extracelularmente (FROST e MOSS, 1987;
JAEGER et al., 1994; SHARMA et al., 2001; HASAN et al., 2006; CONTESINI et al.,
2010).

O Tween ou monolaurato de polioxietileno sorbitano é um surfactante ndo-iénico,
constituido por ésteres de acidos graxos de polioxietileno sorbitol (REGE et al., 2002).
Este composto além de ser um bom substrato para lipases, tem a propriedade de
alterar a morfologia da membrana e parede celular, promovendo maior secrecao de
algumas enzimas como as lipases de Aspergillus niger (STUTZENBERGER, 1992;
DOMINGUES et al., 2000; NEMEC e JERNEC , 2002).

Dentre as seis classes enzimaticas, as lipases (EC. 3.1.1.3) pertencentes ao
dominio das hidrolases e s&o também conhecidas como triacilglicerol lipases e
hidrolases Tween (OLSON et al, 1994). Aacéo destas enzimas ocorre sob ligacoes éster
de varios compostos contendo acilglicerbis, sendo capazes de catalisar reacées de
hidrélise, esterificacao, transesterificacéo e lactonizacéo (esterificacéo intramolecular).
As lipases pertencem a classe das serino hidrolases, que ao contrario da maioria das
enzimas extracelulares de origem microbiana, ndo necessitam de cofatores para seu
funcionamento (COLEN, 2006). Quanto a funcéo, as lipases hidrolisam triacilglicerois
formando &cidos graxos livres, diacilglicerois, monoacilglicerdéis e glicerol

A diversidade de caracteristicas existentes entre as diferentes lipases fazem
com que estas enzimas apresentam grande potencial de aplicagdes biotecnolégicas
e industriais e considerando este fator, existe constante busca por disponibilizacdo de
novas linhagens de fungos produtores de lipases para uso comercial. Neste sentido,
este trabalho teve por objetivo, selecionar linhagens de Aspergillus niger, que sejam
boas produtoras de lipases, levando em consideragcdo que algumas espécies do
género Aspergillus tem se destacado dentre as espécies produtoras de lipases de
importancia comercial (CARLILE e WATKINSON, 1997; MACEDO e PASTORE, 1997;
ORLANDELLI et. al. 2012).

MATERIAIS E METODOS

Dezoito linhagens de Aspergillus niger (ITALCB 1357, ITALCB 2334, ITALCB
1551, ITALUV 57.1278, ITALCB 2504, ITALCB 1400, ITALCB 7377, ITALUV 55.1161,
ITALUV 2.3, ITALUV 53.1059, ITALUV 4.17, ITALUV 10.124, ITALCB 238, ITALUV 4.18,
ITALFS 500, ITALUV 4.19, ITALUV 4.31 e ITALCB 902), foram previamente isoladas
de frutas secas e castanhas do Brasil, identificadas e avaliadas quanto a producao
de ocratoxina A e fumonisina B,, pelas Dra (s). Marta Hiromi Taniwaki (Instituto de
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Tecnologia de Alimentos) e Maria Helena Pelegrinelli Fungaro (Universidade Estadual
de Londrina).

O meio de cultura utilizado para a avaliagéo do potencial de producéo de lipases
continha: 10 mL/L de Tween 20 como substrato, juntamente com 10 g/L de peptona, 5
g/L de NaCl, 0,1 g/L de CaCl,.2H,O e 17 g/L de Agar. As linhagens foram inoculadas
pontualmente no centro da Placa de Petri e cultivadas por 4 dias a 28°C, seguido
por incubacdo durante 12 horas a 4°C, antes da avaliagdo. A visualizagdo de halos
de degradacéao, foi obtido pela formacao de cristais de sal de calcio do acido laurico,
liberado pela enzima com a formacéao de zonas claras em volta da colénia em virtude
da completa degradacdo do sal (lipdlise). O cultivo das linhagens de A. niger em
meio contendo Tween 20 para avaliacao da atividade lipolitica foi feito em triplicata
experimental.

A avaliacédo do potencial de producéo de lipases foi determinada por método
semiquantitativo utilizando o indice Enzimatico (IE), conforme Hankin e Anagnostakis
(1975). O IE é calculado a partir da razéo entre diametros de crescimento da colénia +
halo de degradacao / didmetro de crescimento da colbnia. Linhagens com IE maior ou
igual a dois foram consideradas candidatas satisfatérias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As 18 linhagens de Aspergillus niger (100%) selecionadas apresentaram potencial
enzimatico para degradacao de lipidios (IE=2), no entanto, houve diferencas quanto
a producéo de lipases entre as linhagens (Tabela 01), devido a diversidade genética
e consequentemente metabdlica que estas linhagens apresentam (COLLA, et al.,
2016).

Dentre as 18 linhagens avaliadas, quatro linhagens (22%) se destacaram quanto
ao potencial de producao de lipases, (ITALCB 1551, ITALUV 10.124, ITALUV 2.3 e
ITALFS 500) (Figura 01), cujos IE médio foram 2,7; 2,6; 2,6 e 2,6, respectivamente
(Tabela 01). Os dados estdao de acordo com Miura et al. (1997) e Cortesini et al.
(2010), que relataram espécies dos géneros Aspergillus, Penicillium, Geotrichum e
Rhizomucor, consideradas boas produtoras de lipases. Colla et al. (2009), a partir de
estudos de selecao de fungos produtores de lipases verificaram que Aspergillus niger
demonstrou melhor atividade lipolitica.
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Linhagem Origem IE médio

ITALUV 4.17 Uva passa 2,2
ITALUV 4.18 Uva passa 2,2
ITALUV 4.19 Uva passa 2,2
ITALUV 4.31 Uva passa 2,5
ITALUV 2.3 * Uva passa 2,6
ITALUV 10.124 * Uva passa 2,6
ITALUV 53.1054 Uva passa 2,2
ITALUV 55.1161 Uva passa 2,2
ITALUV 57.1278 Uva passa 2,2
ITALFS 500 * Frutas secas 2,6
ITALCB 238 Castanha do Brasil 2,2
ITALCB 902 Castanha do Brasil 2,4
ITALCB 1357 Castanha do Brasil 2,3
ITALCB 1400 Castanha do Brasil 2,2
ITALCB 1551 * Castanha do Brasil 2,7
ITALCB 2334 Castanha do Brasil 2,3
ITALCB 2504 Castanha do Brasil 2,2
ITALCB 7337 Castanha do Brasil 2,2

Tabela 1: Linhagens de Aspergillus niger, origem de isolamento e indice Enzimatico (IE) Médio.
(*) Linhagens com maior potencial de producao de lipases extracelulares.

A B

Figura 1: Avaliacdo semiquantitativa do potencial de producéo de lipases pela linhagens
ITALFS 500 (A) e ITALUV 10.124 (B) de A.niger. As letras A e B indicam medidas utilizadas para
o célculo do indice Enzimatico: onde B representa o halo de degradagdo enzimatica junto com o

didmetro de crescimento da coldnia e A o didmetro de crescimento da colbnia.

Considerando as vantagens relacionadas ao uso de lipases microbianas associado

ao fato de que as linhagens de A. niger selecionadas neste estudo ndo produzem
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ocratoxina A nem fumonisina B,, as quatro linhagens de A. niger potencialmente
produtoras de lipases foram selecionadas, como candidatas as avaliagdes posteriores,
uma vez que ha crescente busca por linhagens lipoliticas de origem microbiana para
disponibilizagédo industrial e biotecnologica.

CONCLUSOES

Com os resultados obtidos foi possivel concluir que as 18 linhagens previamente
selecionadas e identificadas como A. niger apresentaram potencial de producéo de
lipases. Das 18 linhagens estudadas, quatro (ITALCB 1551, ITALUV 10.124, ITALUV
2.3 e ITALFS 500) se destacaram quanto a producao de lipases, sendo selecionadas
para avaliagbes posteriores, com o intuito de serem disponibilizadas a finalidades
industrial e biotecnolbgica.
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