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Resumo

A industria de processamento de alimentos emprega diversas enzimas de carater tecnoldgico e que
tenham caracteristicas desejaveis. Novas fontes de produ¢ao de enzimas sdo de extrema importancia
para o desenvolvimento de inovagdes técnicas de processamento e expansao do mercado da industria
de alimentos. O fungo Trichoderma harzianum ja vem se destacando como um potente produtor de
uma gama de enzimas hidroliticas utilizadas no combate a pragas de areas de cultivo. No presente
trabalho foi avaliado o potencial de produgao de lipases a partir da mensuragao do halo de degradagao
em placapor T. harzianum contendo rodamina B e Agar Sabouraund ambos modificados nas
temperaturas 28 °C e 37 °C por um periodo de sete dias em quatro ensaios. Foram utilizados os
meios de cultura Agar Sabouraund acrescido de lecitina de ovo para o teste de lipases, e para a agdo
fosfolipidica meio YMG acrescido de Omega 9 de azeite de oliva e rodamina (indicador de atividade).

Ao final do periodo de incubagao, foi possivel observar a formagao de um halo de degradagao do meio,
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caracteristica da producao de lipases, que posteriormente foram mensuradas com um paquimetro. A
atividade lipidica medida a partir dos ensaios 1 e 2 obtiveram médias de 0,4 mm. Para o ensaio 3, foram
encontrados 0,2 mm e o ensaio 4 com média de 0,1 mm de degradagdo do meio, que corresponde a
atividade de lipases.

Palavras-chave: Halo. Degradagdo. Mensuragao. Enzimas.

Potential production of lipases and phospholipases by trichodermaharzianum for the food
industry

Abstract

Thefood processingindustry employs several enzymes with technological character and which have desirable
characteristics. New sources of enzymes production are of utmost importance for the development of
processing and expansion technical innovations of the food industry market. The Trichodermaharzianum
already has emerged as a potent producer of a range of hydrolytic enzymes used to combat pests of
cultivated land. The present study evaluated the potential of lipase production from the measurement of
the halo of degradation plaque by T. harzianum containing rhodamine B and Agar sabouraund, both
modified in temperatures of 28 °C and 37 °C for a period of seven days, four essays. It was used agar
growing media sabouraund plus egg lecithin to test lipase and phospholipid share the YMG medium
supplemented with Omega 9 olive oil and rhodamine (activity indicator). At the end of the incubation
period, it was possible to observe the formation of a halo of environment degradation, characteristic of
lipase production, which subsequently was measured with a caliper. The lipid activity from the measured
tests 1 and 2 had average of 0.4 mm. For test 3, 0.2 mm. were found, and the test 4, with an average of 0.1
mm. for environment degradation, which corresponds to lipase activity.

Keywords: Halo. Degradation. Measurement. Enzyme.

1 INTRODUCAO

A investigagdo por novas fontes enzimaticas e substancias antimicrobianas vem se
intensificando nas tltimas décadas. Fungos e algumas bactérias que antes eram apenas utilizados
em dareas muito especificas estdo sendo explorados e aplicados em outros setores, como o caso do
Trichoderma harzianum utilizado em processos de combate a pragas de dreas e cultivos agropecuarios,
comecam a ser explorados para outras aplicagoes (FONSECA et al., 2012).

Os fungos do género Trichoderma sp. vivem livremente no meio ambiente ou parasitando
outras espécies de fungos, podendo ser encontrados tanto em rizosfera de plantas quanto em
qualquer tipo de solo em que ha matéria organica em abundancia como fonte de carbono e nitrogénio
(VITERBO; CHET, 2006; HARMAN, 2006).
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Fungos e bactérias tém sido os alvos de estudos em razao das suas capacidades de secretar
enzimas e produtos para fins industriais, alimenticios, agricola, farmacolégicos e téxteis (GANDA et
al., 2005). O fungo T. harzianum ja vem se destacado como um potente produtor de uma gama de
enzimas hidroliticas como: a-amilase, celulase, lipase, 3-glicosidase, p-1, 3-glucanase, fosfatases acida
e alcalina (STEINDOREFE, 2006).

A utilizagdo de enzimas nos processos industriais apresenta um grande potencial em razao da
sua alta especificidade e eficiéncia. As enzimas podem executar uma série de transformagdes quimicas
de modo seletivo, rapido e verstil, e nao requerem altas temperaturas ou valores hostis de pH para
execucdo das suas atividades enzimaticas (GONCALVES, 2007; SALUM et al., 2007).

As lipases (triacilglicerolacilhidrolases E.C. 3.1.1.3) sdo enzimas pertencentes a familia das
hidrolases, atuando na interface orgénico-aquosa, demonstrando niveis consideraveis de atividade e
estabilidade em ambientes aquosos e ndo aquosos, ao contrario de outras enzimas (SAXENA et al.,
1999; HASAN; SHAH; HAMEED, 2006; MARTINS; KALIL; COSTA, 2008).

Entre as lipases de vegetais, animais e microbianas, as lipases microbianas sido as mais
utilizadas e, na sua maioria, ndo sao nocivas a saide humana (JAEGER et al., 1994). As lipases sao
utilizadas nas mais diversas areas industriais, promovendo hidrolises, esterificagdes, transesterificacdo,
especificamente em hidrolise de gorduras do leite, agentes flavorizantes, remogao de manchas de 6leos
e produgdo de biodiesel (DURLI, 2007).

O presentetrabalho teve como objetivo avaliar a produgao delipasesa partir da cinética de crescimento

do halo de T. harzianum, em meios modificados sob condigoes diferentes de temperatura e tempo.

2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratdrio de Microbiologia da Incubadora de Empresas da
Fundagao Universidade Federal do Tocantins, Campus universitario de Gurupi no Sul do Estado de
Tocantins (11°74°S e 49°04’W, altitude 287 m).

Ascepasutilizadas de T. harzianum foram obtidas previamente do banco de cepas do Laboratério
de Microbiologia da Incubadora de Empresas da UFT. A cepa foi escolhida de acordo com a avaliagao
das melhores caracteristicas observadas no controle biologico evidenciadas em outros estudos.

As cepas foram repicadas em meios de nutri¢do e conservagdo agar nutriente 0,15% de
nitrogénio, 2,3% de cinzas, 0,16% de cinza dcida insolavel, 0,12% de magnésio, 0,34% de calcio, 0,018%
de ferro e temperatura gelificante entre 36 °C e 38 °C e agar batata dextrose.

Apds a nutri¢do do T. harzianum, as cepas foram repicadas em dois meios diferentes, Agar
Sabouraund, e YMA (extrato de levedura, manitol e Agar), ambos modificados para a evidenciagao
de acao de lipases.

O Agar Sabouraund composto de agarose, pectina e D-glucose foi acrescido de cloreto de
sodio (0,005 M), cloreto de calcio (0,005 M) e 8% de lecitina de ovo. O YMA foi suplementado com

2,5% de azeite de oliva (0mega 9) e 0,001% de rodamina (corante indicador).
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Os meios YMA acrescidos com azeite de oliva, corante indicador rodamina e Agar Sabouraund
com lecitina de ovo, contendo as estirpes inoculadas, foram incubados em duas temperaturas diferentes
37 °C e 28 °C. A mensuragdo da degradacdo do meio foi realizada a cada 24 horas em um intervalo
de sete dias com um paquimetro dos raios das circunferéncias degradadas. A Tabela 1 evidencia os

métodos de incuba¢do e mensurac¢iao dos halos no decorrer do trabalho.

Tabela 1 - Esquematiza¢do do método de incubagao dos meios
modificados para a agdo do T. harzianum

Meio Leituras (horas)

Sabouraun de Rodamina B37 °C 24, 48,72, 96, 120, 144, 168

Sabouraun de Rodamina B28 °C
Fonte: os autores.

A agdo da enzima lipase foi aferida pelo método descrito por Kouker e Jaegger (1987),
modificado por Nascimento e Campos Takaki (1993) e a acao de fosfolipase, pelo método descrito
por Hankin e Anagnostakis (1975).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas primeiras horas de incubagdo dos meios nas duas diferentes temperaturas 28°C e 37
°C nao foi possivel observar modificagdes e caracteristicas de degradagao ou descoloragao do meio,
entretanto, a partir das 72 horas, pode-se evidenciar a produgdo de lipases. O resultado positivo é
visualizado pela descoloragdao do meio, o reagente de cor avermelhado adicionado anteriormente, a
rodamina, que esta aderida ao meio, é degradada de acordo com a agao das lipases, ou seja, é observada
a formagao de halos claros ao redor das coldnias, que correspondem as zonas do substrato hidrolisado.

Os valores das medic¢oes dos halos de degradacao dos ensaios estdo dispostos na Tabela 2:

Tabela 2 - Leituras dos ensaios de mensuragdo (mm) do halo de degradagio de lipases produzidas por T. harzianum

Leituras Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4
(horas) (Rodamina B) (Sabouraund) (Rodamina B) (Sabouraund)
(37°C) (37°C) (28°C) (28°C)
24 0 0 0 0
48 0 0 0 0
72 0 0 0 0
96 0,4 0,3 0,1 0,2
120 0,5 0,5 0,3 0,2
144 0,8 0,7 0,5 0,4
168 1,1 1,3 0,7 0,5

Fonte: os autores.
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Com base nos dados obtidos, é possivel observar a agao enzimatica de cada teste nos periodos
de avaliagdo, sendo os seguintes resultados: ensaios 1 e 2 com médias de 0,4 mm, ensaio 3 com média de
0,2 e ensaio 4, com 0,1 mm. O ensaio 1 obteve uma amplitude de crescimento de 0,7 mm comparando o
tempo de 96 a média de 168 horas. Ainda na temperatura de 37 °C, foi observada a maior degradagdo do
meio, o ensaio 2 obteve 1,3 mm na mensuragao final, um crescimento de I mm em 72 horas.

Os ensaios 3 e 4 alcangaram resultados um pouco menores em virtude da temperatura que
ndo corresponde a temperatura 6tima do fungo e da enzima produzida. Os ensaios 2 e 4 sdo controles
negativos, ou seja, para avaliar o crescimento natural do micro-organismo perante o meio nutritivo,
para, desse modo, nao ocorrerem resultados falso-positivos.

Durante os dois dias iniciais da avaliacao do teste de fosfolipase nao foi observada degradagao
nos ensaios; isso é decorrente da fase lag de aclimatagao e acondicionamento do meio. Apos as 72
horas, pdde-se verificar a formacdo de halo em ambas as temperaturas de incubagédo (28 °C e 37 °C).
Contudo, o teste a 28 °C obteve uma discreta redugio de didametro de seu halo (0,9 mm), apesar disso,
as placas incubadas a 37 °C evidenciaram uma formacao de halo de 1,1 mm.

A Fotografia 1 mostra o halo de degradacao ocasionado pela acdo enzimatica por lipases de

T. harzianum em meio YMG acrescido com rodamina:

Fotografia 1 - Teste de produgéo de fosfolipase com rodamina B, por T. harzianum. 1: Inicio do crescimento; 2: degradagio
fosfolipidica com a visualizagdo do halo

Fonte: os autores.

No periodo do terceiro ao sétimo dia de leitura, os halos obtiveram um aumento de em média

de 0,7 mm para os testes a 37 °C, e os testes a 28 °C alcancaram crescimento médio de 0,6 mm (Gréfico 1).
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Grafico 1 — Medidas das degradagdes dos meios por T. harzianumem relagao ao tempo e temperatura
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Fonte: os autores.

Os resultados observados no Gréfico 1 mostram o melhor desenvolvimento e produgdo de
lipases no ensaio com temperatura de 37 °C, obtendo o pico maximo do raio do halo de 1,4 para as
cepas incubadas no meio sabouraund. Esse fato ocorre pelo motivo da adigao de lecitina de ovo.

Observando os ensaios submetidos a temperaturas de 37 a 28 °C, foi possivel verificar que o meio
contendo rodamina interferiu no desenvolvimento do T. harzianum e na agdo das lipases. Contudo, os
ensaios em que a rodamina nao foi adicionada ao meio, os resultados obtiveram aumento de 0,2 mm nos
halos de degradagao correspondente a quantidade de lipases. Em outras palavras, a rodamina interferiu
no desenvolvimento do fungo, consequentemente, na agao das lipases em ambas as temperaturas testadas
(Grafico 1). No final do periodo avaliado, obteve-se um halo de atividade de fosfolipases produzidas por
T. harzianumde aproximadamente 3 mm para temperaturas a 37 °C e 2,6 mm a 28 °C. Os resultados
evidenciam o potencial de produgido de enzimas lipoliticas por T. harzianum.

A Fotografia 2 mostra o halo de degradacéo realizado pela agdo enzimatica por fosfolipases
de T. harzianum em meio sabouraund suplementado com 0,005M de cloreto de célcio, 0,005M de

cloreto de sddio com adi¢ao de 8% de lecitina de ovo.
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Fotografia 2 - Meio de cultura Agar Sabouraund acrescido de cloreto de sédio (0,005M), cloreto de calcio (0,005M) e 8%
de lecitina de ovo, com a atividade visivel de lipases na regido esbranquicadas

Fonte: os autores.

A partir da visualizagdo de degradagao do meio, composto de lecitina de ovo, pode-se chegar a
um resultado visual de descoramento do meio com aparecimento de dreas de caracteristicas peculiares
a degradagao por lipases. Segundo Melo (1998), os fungos do género Trichoderma tém habilidade
significativa de biossintese e facilidade de crescer em meio simples, contendo basicamente glicose
como fonte de carbono e alguns tipos de compostos organicos essenciais. Essa capacidade é de suma
importéncia, pois facilita a produgio de enzimas de interesse industrial.

As enzimas compreendem a uma série de reagdes cataliticas importantissimas a inddstria de
alimentos, pois estao envolvidas no processo de modificacdes de odores e sabores caracteristicos dos
alimentos. As lipases preferencialmente degradam cadeias de acidos graxos de tamanhos diferentes,
alterando o produto de modo consideravel. A produgdo de aromas em produtos lacteos é acelerada
quando ha a formagédo de acidos graxos livres, peptideos solveis e aminoacidos durante a maturagao
do produto. As lipases tém sido utilizadas para a producio desses aromas (SAID; PIETRO, 2004).

Os acidos graxos livres (AGLs) gerados pela agao das lipases sobre a gordura do leite, permitem o
incremento de inumeros novos produtos como, por exemplo, os queijos leves, que apresentam caracteristicas
proprias de aroma (HASAN; SHAH; HAMEED, 2006). A utilizacdo de enzimas nao se delimita somente na
modificagao de produtos na industria alimenticia, as lipases sao utilizadas como fortes detergentes, atuando
na degradagio de gorduras que ocasionam transtornos nos laticinios e frigorificos.

O género Trichoderma é caracteristicamente aerdbico, produzindo didxido de carbono
pelo seu metabolismo, sendo possivel a sua inibicdo parcial ou total de crescimento. O trabalho
aqui desenvolvido foi conduzido em sistema aerdbico, entretanto uma maior producido de enzimas
extracelulares, no caso as lipases, pode ter sido suprimida pelo seu crescimento e produgdo de CO..

Os ensaios 3 e 4 de rodamina B e sabouraund incubados A 28 °C, apds as 144 horas do inicio
das observagdes, apresentaram leve diminui¢ao do seu crescimento. Esse fato se deve as condigoes

que ofereciam o meio, ja bem modificadas no que diz respeito ao pH e ao microambiente saturado
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com uma certa quantidade de CO,. Outro motivo ¢ a faixa de temperatura 6tima de crescimento,
temperaturas acima de 28 °C influenciam um maior halo de degradagio e descoloragdo do meio. Isso
¢ comprovado pelos outros dois ensaios, 1 e 2, ao contrario do que foi visto nos ensaios 3 e 4, nos
quais ndo foi observada a estagnacgdo de forma relevante. Apds as mesmas 144 horas de incubacio,
o crescimento de seu halo ainda era observado (Tabela 2). A termoestabilidade das enzimas varia
consideravelmente em relagao a sua origem, as enzimas fingicas possuem maior estabilidade térmica
(CASTRO; MENDES; SANTOS, 2004).

Segundo Castro, Mendes e Santos (2004), o fungo Rhizomucormiehei é utilizado como
produtor de lipases para a aceleragdo da maturagao no processo de fermentagdo de salsichas, desse
modo, o Tichodermaharzianum, que tem caracteristicas semelhantes na produgao de lipase, poderia
realizar de forma analoga o papel do R.miehei.

De modo geral, as lipases de origem microbiana apresentam uma série de vantagens em
relacdo as lipases procedentes de vegetais e de animaisquesao obtidas de tecidos pré-gastricos e
glandulas de animais. Lipases de origem microbiana sdo mais faceis de serem separadas, pois em
sua maioria sdo enzimas extracelulares. Atualmente, sdo utilizados varios preparados microbianos de
lipases, desenvolvidos especialmente para a manufatura de queijos, como Aspergillusniger, A. oryzaee
Mucormiehei (SAID; PIETRO, 2004; MARTINS; KALIL; COSTA, 2008).

Segundo Lima (2002), os micro-organismos produtores de enzimas mais comumente
utilizados sao, na maior parte das vezes, por fungos, em especial os do género Aspergillus, Penicillium
e Trichoderma. Para Oliveira et al. (2006), o desenvolvimento e a identificacio de novos métodos
e, principalmente, novas fontes microbianas produtoras de enzimas de interesse que ndo possuam
caracteristicas ofensivas ao organismo humano sao importantissimos, pois garantem o suprimento de
enzimas aos processos industriais, otimizando e reduzindo custos.

As lipases degradam de forma especifica as cadeias lipidicas quase por completo; na maioria
das vezes, essas enzimas podem ser aliadas a industria de alimentos na transformacdo e na conservagao
de uma gama de alimentos, como, por exemplo, no controle de rancificagdo de carnes, peixes e
aceleracao do processo de cura de queijos e derivados (OLIVEIRA et al., 2006).

O fungo T. harzianum estudado neste trabalho foi capaz de produzir lipases e fosfolipases
em experimento in vitro, avaliando a degradagdo e a formac¢ao de halo em placas contendo meio
composto por lipideos e incubadas a diferentes temperaturas.

Em estudo desenvolvido por Guimaraes e Ulhoa (2006), foi evidenciada a produgdo de
complexos enzimaticos por T. harzianum em que foi confirmada a presenca de lipases.

O fungo T. harzianum ja é empregado ao combate de pragas em dreas de cultivos, o que
remete ao uso deste também para a utilizagdo em processos agroindustriais visando ao seu potencial
enzimatico, na produ¢ao de biocombustiveis, na remogdo de manchas de gorduras e como agentes
flavorizantes em alimentos. Outras pesquisas devem ser realizadas a fim de se obterem métodos de

separag¢ao desses bioprodutos.
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4 CONCLUSAO

A partir dos dados obtidos, foi possivel evidenciar a producdo de lipases decorrente da mensuragio

do halo de cepas cultivadas de T harzianum, sob condigoes diferentes de temperatura e tempo.
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