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Introducao

As lipases (glicerol-ester-hidrolases) compreendem
um grupo de enzimas hidroliticas que atuam
geralmente na interface organico-aquosa,
catalisando a hidroélise e a sintese de ésteres
formados por glicerol e acidos graxos de cadeia
longa (SHARMA et al., 2001).

A funcionalidade desse grupo enzimatico esta
relacionada a quebra de triglicerideos insollveis
para a geracao de acidos graxos livres. A funcao
secundaria das lipases é a catalise de reacoes de
esterificacao e transesterificacao. Em razao da
ampla versatilidade de agcao desse grupo enzimatico,
sua utilizacao industrial e tecnolégica tem crescido
significativamente, sendo empregado, por exemplo,
na fabricacdo de detergentes e aditivos alimentares,
e tendo aplicacOes potenciais no processamento

de couros, industria farmacéutica, quimica fina,
oleoquimica e tratamento de residuos industriais.
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Lipases podem ser obtidas a partir de fontes
animais, vegetais e microbianas. As lipases
microbianas sdo as mais estudadas e utilizadas
industrialmente por serem mais estaveis, produzidas
com menor custo e alta velocidade de sintese
(FARIA, 2010).

O enorme potencial biotecnolégico dessas enzimas
inclue fatos relacionados a : a) possuir alta
estabilidade em solventes organicos; b) nao requerer
a presenca de co-fatores; c) possuir uma larga
seletividade pelo substrato e, por isso, d) exibir uma
alta enantiosseletividade, e) ser estavel em altas
temperaturas e amplas faixas de pH. (CASTRO et
al., 2004).

Existem diversos métodos, quantitativos e
qualitativos, para avaliacdo da producao de
enzimas com atividades lipoliticas. Dentre os testes
quantitativos conhecidos, o mais aplicado é o

da titulometria, que se baseia na hidrélise de um
triglicerideo pelas enzimas contidas na amostra,
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sendo a quantidade de acidos graxos liberados
determinada por titulacao, ou seja, pelo confronto
com outra espécie quimica, de concentracao

e natureza conhecidas (FREIRE, 1996). A
quantificacdo dos acidos graxos livres pode ser
realizada, também, por métodos colorimétricos,
turbidimétricos ou fluorimétricos (OLIVEIRA, 2000).

Dentre os métodos qualitativos atuais, faz-se

a avaliacao da atividade lipolitica por meio da
irradiacdo por luz ultravioleta de meios de cultura
contendo o corante rodamina B. Essa irradiacao
induz a fluorescéncia do composto formado entre os
acidos graxos livres no meio e o corante adicionado.
A atividade é avaliada pela presenca de halo
fluorescente ao redor do ponto central

de crescimento.

Apesar de este método qualitativo de avaliacao
da atividade lipolitica ser um mecanismo ja

bem descrito na literatura cientifica, ndo se
encontrou uma metodologia padronizada para
este procedimento. Diversas publicacGes tratam
do assunto, porém ou nao informam em que
quantidade o meio de cultura (meio agar) é
suplementado com rodamina B ou existem
divergéncias quanto a concentracao de

corante utilizada.

Segundo Fernandes (2007 citado por YOSHIOKA

et al, 2009), utiliza-se meio agar suplementado
com corante rodamina B (2% m/v) e dleo de oliva
(2%). A producao de lipases em placa de Petri pode
ser confirmada pela presenca de halos alaranjados,
fluorescentes a luz UV, apds 48 horas de incubacéo
em estufa a 28°C.

Em contraponto, tem-se a metodologia descrita
primeiramente por Kouker e Jaejer (1987), o qual
utiliza uma concentracdo de 0,001% m/v do
corante em meio agar, sendo a atividade enzimética
avaliada pelo mesmo método de contraste a luz
UV, evidenciada pela formacao de halo fluorescente
quando as placas sao irradiadas a 350 nm. Santos
et al. (2003), Alberton (2009) e Lock (2007)
também utilizaram a mesma metodologia.

Metodologia

Com o objetivo de se avaliar a eficiéncia das
concentracoes de rodamina B apresentadas e de se
determinar a concentragao ideal deste corante que
possibilite a visualizacdao dos halos utilizando a luz

UV da cadmara de fluxo laminar, foram testadas, sob
as mesmas condicdes de andlise, as concentracdes
citadas e outras intermediarias de rodamina B.

Utilizando-se informagdes provenientes das
metodologias acima descritas, os meios de cultura
foram preparados com 15 g/L de &gar, 2% de 6leo
de oliva e concentracao variadvel do corante. Foram
testadas as concentracdes de 0,001 %; 0,007 %;
0,6%; 1,5% e 2% de rodamina B. Apds preparo, os
meios foram homogeneizados com misturador.

Para o teste das metodologias apresentadas foram
inoculados estirpes de 5 micro-organismos, sendo
um deles, Penicillium expansum, conhecido
produtor de lipases e quatro outras espécies sem
atividade lipolitica descrita. O cultivo fungico
ocorreu em estufa bacteriolégica a 30°C por 48
horas, sem aeracao forcada.

Resultados e Discussao

Nas placas com a menor concentracao do corante
(0,001%) nao foi possivel visualizar a formacéao

de halos fluorescentes com nenhum dos micro-
organismos avaliados, nem nas amostras inoculadas
com Penicillium expansum. Conclui-se, entao, que
nessas condicdes, o método nao tem sensibilidade
suficiente para acusar atividade lipolitica quando se
usa a lampada UV da camara de fluxo laminar.

A Figura 1(A) mostra imagens das placas com
0,001% de corante, inoculadas com Penicillium
expansum. Nao é possivel visualizar a formacao de
halos utilizando a camara de fluxo laminar.

Nao foi possivel avaliar a formagao de halos quando
se utilizou a maior concentracao de rodamina B

no meio (2%), pois, nesta concentracao, o meio
sequer se solidifica. O mesmo ocorre para as
concentracoes de 1,5% e 0,6% de corante.

O método hibrido, desenvolvido pela equipe da
Agroenergia, com a concentracao de 0,007% m/v,
apresentou formacgao de halo fluorescente ao redor
do ponto central de crescimento para a estirpe
conhecida pela producao de lipases. Esse halo
pbde ser facilmente visualizado na cadmara de fluxo
laminar.

Dentre as demais estirpes avaliadas, o fungo isolado
da torta de pinhao-manso, CNPAE 44/09, também
apresentou atividade lipolitica.
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Na Figura 1(B) pode-se observar a formacéao de
halos fluorescentes quando se utiliza 0,007 % de

corante no meio de cultura e Penicillium expansum

como inéculo. A Figura 2 mostra a imagem das
duas placas preparadas com concentracoes
diferentes de corante, onde pode-se observar a
formacao do halo na placa contendo 0,007% do
corante.

(A)

Conclusoes

Pode-se concluir que, utilizando uma concentracao
de corante rodamina B (0,007 %), a metodologia de
analise é funcional para deteccao de estirpes com
atividade lipolitica.

Além disso, o método requer apenas uma

camara de fluxo laminar, podendo ser facilmente
reproduzido, sem necessidade de equipamento mais
sofisticado. As demais concentragGes de corante
testadas, inclusive as reportadas pela literatura, nao

apresentaram essa funcionalidade.

(B)

Figura 1. (A) Placas contendo 0,001% de corante, inoculadas com Penicillium expansum, (B) Placa contendo de 0,007 % de corante,

inoculada com Penicillium expansum.
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Figura 2. Imagem das placas contendo concentracdes diferentes de rodamina

B. A placa da esquerda concentracdo de 0,007 % e a da direita 0,001 %.
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