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APRESENTAGAO

Micologia é o estudo de microrganismos eucariontes que possuem parede celular
rigida, membrana e organelas, apresentando aspectos leveduriformes e/ou filamentos
morfolégicamente. Trata-se, portanto, de uma area de estudo ampla que atrai diversos
pesquisadores em diferentes campos cientificos, tecnoldgicos e industriais.

Sabemos que os fungos sdao microrganismos que possuem uma diversidade de
caracteristicas unicas que refletem em seu modo de vida, nas suas interagcdes e na
sua aplicabilidade. A grande maioria das espécies fugicas ainda é um vasto campo de
estudo para os micologistas, assim como suas caracteristicas individuais e formas de
desenvolvimento no ambiente ou no hospedeiro

O Brasil € uma referéncia em se tratando de estudos em micologia, principalmente
na subarea que denominamos micologia médica, tanto pelos pesquisadores precursores
quanto pela nova geragcdo armada com as evolugdes biotecnologicas e moleculares. O
uso de estratégias biotecnoldgicas tem sido primordial na pesquisa com fungos. A vasta
diversidade fungica apresenta grande potencial, principalmente associada a estudos de
aplicacdes biotecnolégicas, como no campo ambiental, farmacéutico, industrial, agricola,
alimenticio, genémico dentre outros.

E um privilégio organizar e compartilhar conhecimento na obra “Micologia: fungos
e/ou seus metabdlitos como objeto de estudo” publicada pela editora Atena, por se tratar
de um material extremamente interessante e muito bem produzido por seus autores
que evidencia essa area tao importante. Como pesquisador da area desejo que esse
primeiro volume seja apenas o inicio e que desperte o interesse dos académicos atraindo
pesquisadores da micologia médica e areas correlatas para publicacdo em novos volumes
com esse foco.

Desejo a todos uma excelente leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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CAPITULO 12

ISOLAMENTO DE FUNGOS FILAMENTOSOS
E PADRONIZACAO DO CULTIVO DO MICRO-
ORGANISMO ISOLADO Aspergillus sp. MB 2.7 PARA

Data de aceite: 01/06/2020

Mabilli Mitalli Correia de Oliveira
Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha
e Mucuri campus JK, Instituto de Ciéncia e
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RESUMO: Dentre as enzimas de interesse
econOmico e biotecnolégico, destacam-se
as lipases devido sua versatil aplicabilidade
alimenticio,

na inddstria, como no setor

agroquimica, produgdo de couro, industria
oleoquimica, farmacéutica, entre outros. Dessa
forma, esse trabalho objetivou isolar fungos
filamentosos de distintas amostras, agua e
areia do mar em Regéncia, bem como agua
e lama do Rio Doce localizado em Linhares,

estado do Espirito Santo, bem como selecionar

Micologia: Fungos e/ou seus Metabdlitos como Objeto de Estudo

PRODUCAO DE LIPASES

um micro-organismo bom produtor de lipases,
a fim de padronizar o cultivo do fungo para
maior producdo enzimatica. Analisou-se
distintos meios de cultura fonte de nitrogénio
e solucdo de sais do meio, sendo a atividade
enzimatica determinada por titulagcao. Isolaram-
se dezessete fungos filamentosos, dentre os
quais selecionou-se a linhagem MB 2.7 como
promissora lipolitica, selecionando-se o meio
de cultivo SR, o extrato de levedura como fonte
de nitrogénio e sem solucdo de sais para a
producao da enzima, a 30 ° C, durante sete dias
de cultivo de forma estacionaria.

PALAVRAS CHAVE: Enzimas, Biotecnologia,

Bioprospeccao.

ISOLATION OF FILAMENTOUS FUNGI AND
STANDARDIZATION OF THE ISOLATED
MICROORGANISM CULTIVATION Aspergillus
sp. MB 2.7 FOR LIPASE PRODUCTION

ABSTRACT: Among the enzymes of economic
and biotechnological interest, highlighted as
lipases due to their application in the industry,
such as in the food, agrochemical, leather
production,

oleochemical, pharmaceutical

industry, among others. Thus, this objective
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work isolates fungi from different clothes, water and sea sand in Regéncia, as well as water
and mud from the Rio Doce located in Linhares, state of Espirito Santo, as well as selecting
a good lipase-producing microorganism, in order to standardize or grow fungi for greater
enzymatic production. Analyze whether the culture media from the nitrogen source and a
solution of the medium are being a specific enzyme activity for titration. Isolate ten types of
filamentous fungi, among which one selects an MB 2.7 line as a promising lipolytic, calculated
or SR culture medium, or extracts as a nitrogen source and without salt solution for enzyme
production, at 30 ° C, for seven days cultivation in a stationary way.

KEYWORDS: Enzymes, Biotechnology, Bioprospection.

11 INTRODUCAO

As enzimas estdo presentes em micro-organismos, animais e vegetais, e possuem
grande potencial catalitico devido as suas excelentes propriedades funcionais, tais como
atividade, seletividade e especificidade. Desta forma, as enzimas tém sido utilizadas
em varias areas industriais como fonte ideal e promissora para tornar 0s processos
tecnoldgicos mais eficientes, com altos rendimentos e sem danos ao meio ambiente
(BENASSI et. al, 2012; MUSSATTO et al., 2007)

A producéo de enzimas € uma area da Biotecnologia em crescente expanséo, sendo
a lipase uma das principais enzimas estudadas pela comunidade cientifica, principalmente
devido as suas versateis aplicagdes. As lipases classificam-se como E.C. 3.1.1.3, sendo
hidrolases, ou seja, enzimas catalizadoras do processo de hidrélise das ligacdes ésteres
presentes em moléculas de triacilgliceréis, na qual liberam acidos graxos, diacilglicerdis,
monoacilglicerois e glicerol (BARATTO et al., 2011).

As lipases séo, portanto, importantes enzimas industriais e tem sido largamente
utilizadas no processamento de 6leos e gorduras, como componentes de detergentes,
na sintese de farmacos e cosméticos, sintese de biopolimeros, na industria alimenticia,
agroquimicos e téxtil (RIOS et al., 2018). Além disso, as lipases tem uma aplicacao
importante no campo da bioenergia, especialmente na producao de biodiesel que € um
setor em expanséo (CANET et al., 2016; MOAZENI et al., 2019).

Devido a grande demanda industrial por novas fontes de lipases com diferentes
caracteristicas bioquimicas, tem-se estimulado a procura de novas cepas de micro-
organismos potenciais lipoliticos, pois as principais fontes de obtencédo de lipases para
aplicacao industrial tém sido principalmente os fungos, dentre eles, os filamentosos séo
classificados como as melhores fontes microbianas produtoras dessas enzimas, sendo as
espécies pertencentes aos géneros Geotrichum, Penicillium, Aspergillus e Rhizomucor,
as que apresentam maior potencial de producédo (CARDENAS et al., 2001; TROIANO et
al., 2020).

Nessa perspectiva, o presente trabalho teve como objetivo isolar diferentes fungos
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filamentosos de amostras do Rio Doce e do mar coletadas em Regéncia, municipio de
Linhares, estado do Espirito Santo, bem como, selecionar um micro-organismo promissor
lipolitico, padronizando seu cultivo em busca de maximizar a atividade enziméatica.

2 | METODOS

Os ensaios foram conduzidos no Laboratério de Biologia do Instituto de Engenharia,
Ciéncia e Tecnologia (IECT), da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri
(UFVJM) campus Janauba, Minas Gerais, Brasil. Os micro-organismos foram cadastrados
no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (SisGen), numero A64AD93.

2.1 Coleta das amostras e isolamento dos fungos filamentosos

As amostras do Rio Doce e do mar utilizadas para o isolamento dos fungos
filamentosos foram coletadas, de forma assépticas, em Regéncia, distrito de Linhares —
Espirito Santo (ES), sendo divididas em amostra 1 (dgua do mar), amostra 2 (areia do
mar), amostra 3 (dgua do Rio Doce) e amostra 4 (lama do Rio Doce).

Preparou-se o meio de cultura Sabouraud ISOFAR® vertendo-o em placas de Petri
suplementado com 0,025 g de Estreptomicina Inlab® para cada 40 mL de meio. Conforme
0s meios se solidificaram, as amostras foram postas sob o meio de cultura sdélido, e
incubadas em estufa bacteriolégica, a 30 °C, e o crescimento de fungos filamentosos
foi observado a cada 24 horas, durante sete dias. Os fungos filamentosos que surgiram
foram isolados em novas placas de Petri, contendo o meio de cultura Sabouraud. Durante
o isolamento, observaram-se as caracteristicas macroscépicas quanto a coloracgao,
fundo, pigmentacéo, textura, superficie, borda e topografia. Ap6s a observagdo dessas
caracteristicas a identificagdo dos fungos foi realizada atribuindo-se numeros sequenciais
para a separacao dos mesmos.

2.2 Manutencao das cepas em laboratorio

As cepas foram mantidas em meio sélido de aveia Quaker® de acordo com Emerson
(1941), assim como foram conservadas em silica gel Dinamica® segundo a metodologia
descrita por Michelin (2009).

2.3 Microcultivo

A possivel identificagdo dos fungos isolados foi determinada através do microcultivo
empregando a técnica descrita por Ridel (LACAZ, 1991). As cdmaras de microcultivo
constituiram-se por uma placa de Petri com um papel filtro Unifil® e uma lamina, sendo
introduzida uma por¢ao de meio Sabouraud 2 %, sobre alamina da camara de microcultivo.
O micro-organismo foi inoculado sobre o meio e este recoberto com a laminula. A camara
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foi colocada em estufa bacteriolégica, a 30 °C, durante trés dias. ApOs o crescimento dos

fungos, esses foram observados em microscoépio 6ptico com aumento de 100 vezes.

2.4 Selecao dos micro-organismos bons produtores de lipases em meio de cultura
sélido

A selecéo dos fungos filamentosos produtores de lipases seguiu a metodologia
descrita por Sierra (1957). Todos os fungos foram repicados pontualmente, ao centro da
placa de Petri, contendo o meio teste e incubados em estufa bacteriolégica, a 30 °C, por
quatro dias. Em seguida, mediu-se o raio de crescimento da coldnia (cm), sendo calculada
a taxa de crescimento em centimetros.hora™; e o0 halo enzimatico (cm) para os fungos que

apresentaram algum crescimento e atividade lipolitica, respectivamente.
2.5 Selecao do micro-organismo produtor de lipases em meio de cultura submerso

Os fungos foram repicados em tubos de ensaio contendo meio Sabouraud 2 %,
sendo a suspensao de esporos obtida pela insercédo de 5 mL de agua destilada estéril,
retirando-se 1 mL da solugdo e inserindo-a em 25 mL de meio de cultura submerso para
lipase (MSL) (MARINHO, 2011), contidos em Erlenmeyrs de 125 mL. Os meios foram
armazenados por sete dias em estufa bacteriologica, a 30 °C.

2.6 Obtencao do extrato bruto extracelular e o micélio do fungo

Apds o crescimento dos fungos, separou-se 0 micélio do extrato bruto enzimatico
por filtracdo a vacuo. Apds a secagem, o micélio foi pesado em balancga analitica e os
extratos brutos foram submetidos a medicao de volume (mL), pH final e determinacéo da
atividade lipolitica.

2.7 Determinacao da atividade lipolitica

A reacéo conteve 1 mL de solucédo tampao fosfato de potassio 0,2 M, pH 7,0; 1 mL
do extrato bruto enzimatico; e 2 mL do substrato da reacao (azeite de oliva Cocinero®).
Incialmente, o tampéo fosfato de potassio e o substrato foram mantidos a 37 °C, durante 5
minutos, em seguida, inseriu-se o extrato bruto enzimatico, sendo retiradas amostras de 1
mL da mistura nos tempos de 0 e 15 minutos. Posteriormente, vertidas em 1 mL de solucéo
de acetona:etanol (1:1) para interromper a reacdo. Realizou-se a titulacédo utilizando o
NaOH 0,1 M e solugéo de fenolftaleina 2 %. A atividade enziméatica foi calculada de acordo
com a equacgéo 1.

A= AV, ., XxNx1000 (Equacao 1)

TxV
Onde,
A = Atividade enzimatica (U.mL™);
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AV, = Diferenga do volume de NaOH (mL) utilizado na titulagao no tempo de 15
minutos em relagao ao volume do tempo zero;

N = Normalidade da solu¢ao de NaOH;

1000 = Fator de conversédo de mEq-g para yEqQ-g;

T’ = Tempo de reacado (min);

V = Volume da amostra ap6s separacao do micélio.

2.8 Analise de diferentes meios de cultura para producao de lipases pelo fungo isolado

MB 2.7

Realizou-se o in6culo de 1 mL da suspenséao de esporos do fungo selecionado em 25
mL dos meios de cultivo submerso, sendo os meios CP (PEIXOTO et al., 2003), Czapek
(WISEMAM, 1975), LTS (SILVA, 2018), SR (RIZZATI et al., 2001), e meio submerso
para lipase (MSL) (MARINHO, 2011), contidos em Erlenmeyer de 125 mL. ApOs esse
procedimento, as culturas foram incubadas em estufa bacterioldgica, a 30 °C, durante
sete dias.

2.9 Analise do efeito da fonte de nitrogénio no crescimento do micro-organismo e na

producao de lipases

O fugo MB 2.7 foi cultivado em meio SR variando-se a fonte de nitrogénio na
concentracao de 0,45.102g.mL™", sendo essas o extrato de levedura, peptona, extrato de
levedura acrescido de peptona (1:1), acetato de aménio e cloreto de aménio. As cepas
foram mantidas a 30 °C, durante sete dias.

2.10 Analise do efeito da solucao de sais do meio de cultura na producao de lipase

O fungo selecionado foi cultivado no meio SR contendo extrato de levedura como
fonte de nitrogénio, variando-se a fonte de sais do cultivo, sendo essas: solucéo de sais
SR, sais Wesson, solucdo de sais SR acrescido de sais Wesson (1:1) e sem adicao de
sais, sendo mantidos em estufa bacterioldgica, a 30 °C, por sete dias.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Isolamento de fungos filamentosos a partir de distintas amostras e analise das

caracteristicas morfolégicas macroscopicas dos isolados

A partir das amostras coletadas isolaram-se dezessete fungos filamentosos, da
agua do mar (amostra 1) isolou-se o micro-organismo MB 1.4; da areia do mar (amostra
2) isolaram-se os organismos MB 2.11 e MB 2.12; assim como a partir da agua do Rio
Doce (amostra 3) isolaram-se os fungos MB 2.1, MB 2.4, MB 2.5, MB 2.6, MB 2.9, MB
2.13A, MB 2.13B e MB 2.14; e a partir da lama do Rio Doce (amostra 4) isolaram-se os
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micro-organismo identificados como MB 1.1, MB 1.2, MB 1.3, MB 2.2, MB 2.7 e MB 2.8.

Apdés o processo de isolamento, observou-se que a maior variabilidade de
fungos filamentosos foram provenientes da agua e lama do Rio Doce, amostras 3 e 4,
respectivamente. Enquanto que o baixo aparecimento de fungos na agua do mar pode
estar correlacionado a quantidade de sal presente na agua, tendo por consequéncia a
desidratacdo dos micro-organismos, afetando o seu desenvolvimento.

Essesresultados sdo semelhantes aos estudos de Guimaraes e colaboradores (2006),
que isolaram quarenta fungos filamentosos de varias regides do Estado de Sao Paulo,
entre os isolados vinte e trés apresentaram potencial enzimatico. Luz e colaboradores
(2016) analisaram amostras coletadas da regido de Minas Gerais e obtiveram trinta e seis
diferentes micro-organismos em dez amostras coletadas, sendo que 53 % dos isolados
mostraram atividade amilolitica. Vale citar que Benassi e Almeida (2019) coletaram
oito amostras em locais distintos, também na regido de Minas Gerais, e obtiveram-se
quarenta e oito fungos filamentosos de diferentes aspectos morfoldgicos, sendo analisado
o potencial amililitico de dez desses isolados.

Em relacdo as caracteristicas morfologicas macroscopicas pode-se inferir que
maioria apresentou colora¢do branca (MB 1.2, MB 1.3, MB 1.4, MB 2.7, MB 2.9, MB
2.11 e MB 2.13A), branca com esporos marrons (MB2.4), branca com esporos amarelos
(MB 2.12), os demais apresentaram as seguintes cores: cinza (MB 1.1), amarelo (MB
2.2 e MB 2.13B), alaranjado (MB 2.8), marrom com bordas claras (MB 2.1 e MB 2.6),
bege (MB 2.5) e rosé (MB 2.14). Os fungos MB 1.1, MB 2.11 e MB 2.14 foram os Unicos
que produziram pigmentacdo, sendo observado pigmento de cor preta, verde e amarelo,
respectivamente. A respeito da textura foi possivel observar que os fungos filamentosos
apresentaram textura algodonosa (MB 1.1, MB 1.2, MB 1.3, MB 1.4, MB 2.8, MB 2.11,
MB 2.13A), aveludada (MB 2.1, MB 2.2, MB 2.4, MB 2.6, MB 2.7, MB 2.9 e MB 2.13B),
pulverulenta (MB 2.5 e MB 2.12) e camurca (MB 2.14).

A maioria dos isolados apresentaram fundo liso (MB 1.1, MB 1.2, MB 1.4, MB 2.2,
MB 2.5, MB 2.7, MB 2.8, MB 2.11, MB 2.12, MB 2.13A e MB 2.14), dos demais fungos,
cinco rugosos (MB 1.3, MB 2.1, MB 2.6, MB 2.9, MB 2.13B) e apenas um pregueado (MB
2.13B). Sobre a superficie observou-se doze fungos de caracteristica lisa (MB 1.1, MB
1.2, MB 1.4, MB 2.2, MB 2.5, MB 2.7, MB 2.8, MB 2,9, MB 2.11, MB 2.12, MB 2.13A e
MB 2.14), trés fissurada (MB 2.1, MB 2.4 e MB 2.6), um rugosa/fissurada (MB 1.3) e um
pregueada (MB 2.13B). Visualizou-se, ainda, os fungos com relagcdo as bordas, sendo
que oito foram circular (MB 1.1, MB 1.2, MB 2.1, MB 2.2, MB 2.5, MB 2.6, MB 2.12, MB
2.13B), sete irregulares (MB 1.3, MB 1.4, MB 2.4, MB 2,7, MB 2.8, MB 2.9 e MB 2.11) e
dois regulares (MB 2.13A e MB 2.14). Por fim, sobre a anélise de topografia observou-se
doze fungos de forma plana (MB 1.1, MB 1.2, MB 1.4, MB 2.2, MB 2.5, MB 2.7, MB 2.8,
MB 2.9, MB 2.11, MB 2.12, MB 2.13A e MB 2.13B), trés pregueada (MB 2.1, MB 2.4 e MB
2.6), um fungo de topografia convexa (MB 2.14) e um plana/pregueada (MB 1.3).
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3.2 Analise das caracteristicas microscopicas dos Fungos Filamentosos Isolados

Pode-se observar que os fungos identificados como MB 1.2, MB 2.1, MB 2.4, MB 2.6,
MB 2.7, MB 2.9, MB 2.13A e MB 2.13B possivelmente pertencem ao género Aspergillus,
assim como os fungos MB 2.2 e MB 2.8, pertencem ao género Mucor e os fungos MB
2.5 e MB 2.14 possivelmente pertencem ao género Paecilomyces. Em relagdo ao fungo
MB 1.3, o mesmo apresentou, possivelmente, o género Rhyzopus. Os demais néo foram
identificados (Figura 1).

Figura 1 - Imagem microscopica dos fungos filamentosos isolados a partir de amostras coletadas em
Regéncia-Linhares/ES.

3.3 Screening dos fungos filamentosos produtores de lipases em meio sélido

A linhagem identificada como MB 1.1 foi a Unica que ndo apresentou crescimento
micelial, enquanto que os fungos Aspergillus sp. MB 1.2, Rhizopus sp. MB 1.3, MB 1.4,
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Mucor sp. MB 2.2, Aspergillus sp. MB 2.4, Paecilomyces sp. MB 2.5, Mucor sp. MB 2.8,
Aspergillus sp. MB 2.9, MB 2.11, MB 2.12 e Aspergillus sp. MB 2.13A apresentaram
crescimento de 0,0125 cm.h', 0,0469 cm.h', 0,0365 cm.h", 0,0416 cm.h", 0,0135 cm.h"",
0,0104 cm.h*, 0,0229 cm.h', 0,0198 cm.h', 0,0135 cm.h'', 0,0313 cm.h' € 0,0156 cm.h"",
respectivamente; mesmo nao apresentando halo enzimatico.

Enquanto que, os fungos filamentosos isolados promissores para a producao de
lipase foram os Aspergillus sp. MB 2.1, Aspergillus sp. MB 2.6, Aspergillus sp. MB 2.7,
Aspergillus sp. MB 2.13B e Paecilomyces sp. MB 2.14. Pode-se afirmar que dentre esses
micro-organismos, a linhagem MB 2.7 foi a que apresentou maior taxa de crescimento,
sendo de 0,0396 cm.h'' com um halo enzimatico de 1,0 cm, enquanto a linhagem que
apresentou o maior halo de atividade lipolitica foi o MB 2.13B, com 1,5 cm e 0,0187 cm.h"'
como taxa de crescimento.

Pode-se inferir que, nem todos os fungos que possuem alta taxa de crescimento séo
capazes de produzir a enzima lipase, as linhagens Mucor sp. MB 1.3 e Rhyzopus sp. MB
2.2 sao exemplos desse caso. Vale citar, também, que o Aspergillus sp. MB 2.6 obteve
resultados satisfatérios quanto ao halo da producéo enzimatica 1,0 cm, enquanto a sua
taxa de crescimento foi a menor (0,0083 cm.h') em relac&o aos outros fungos.

3.4 Analise da producao de lipase em meio submerso

A partir da realizagéo da triagem inicial em meio soélido, cinco linhagens de fungos
filamentosos foram selecionados, sendo esses identificados como Aspergillus sp. MB 2.1,
Aspergillus sp. MB 2.6, Aspergillus sp. MB 2.7, Aspergillus sp. MB 2.13B e Paecilomyces
sp. MB 2.14. Observou-se que o Aspergillus sp. MB 2.7 produziu maior massa micelial,
apresentando aproximadamente 3,8 %, 12 %, 3,3 % e 19,6 % a mais que as linhagens
Aspergillus sp. MB 2.1, Aspergillus sp. MB 2.6, Aspergillus sp. MB 2.13B e Paecelomyces
sp. MB 2.14, respectivamente (Tabela 1). Ao analisar o pH final do extrato enziméatico foi
possivel observar que todas a linhagens obtiveram pH acido, apresentando uma variacao
de 3,5 a 5,5.

A linhagem que obteve o pH mais acido foi o Aspergillus sp. MB 2.13B com pH
3,53 e menor atividade lipolitica de 3,57 U totais, enquanto que o Aspergillus sp. MB 2.7
obteve a mais expressiva atividade enzimatica, 12,93 U totais, apresentou o pH menos
acido, pH 5,48, seguido do Aspergillus sp. MB 2.1 com 6,39 U totais, equivalendo a,
aproximadamente, 50 % e 72 % menos atividade que a linhagem de maior atividade
lipolitica, respectivamente. Vale citar que, as demais linhagens apresentaram atividade
zero, apesar de apresentarem crescimento (Tabela 1). Apds a analise dos resultados, o
fungo filamentoso estabilizado para estudo foi o MB 2.7.
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Fungo Massa micelial pH final do extrato Atividade

(9) enzimatico (U totais)
MB 2.7 0,258 5,48 12,93
MB 2.1 0,248 5,08 6,39
MB 2.13B 0,249 3,53 3,57
MB 2.6 0,227 5,22 0
MB 2.14 0,207 4,36 0

Tabela 1 — Andlise da atividade de lipases produzida pelos fungos filamentosos isolados em meio de
cultura submerso.

3.5 Determinacao do meio de cultura para crescimento do fungo Aspergillus sp. MB

2.7 e producao lipolitica

O meio considerado propicio para as condicdes estabelecidas foi 0 meio SR com
15,57 U totais, seguido pelo MSL com 13,04 U totais, Czapek com 2,21 U totais, CP com
0,51 U totais e meio LTS, o qual ndo apresentou atividade enzimatica.

As atividades metabdlicas desenvolvidas pelos micro-organismos estao atreladas
as formas com que esses sao submetidos. Este é um critério que esta diretamente ligado
ao produto de interesse. Portanto, é destacada a importancia de escolher e analisar os
nutrientes adequados para o cultivo de uma linhagem, utilizando-se fontes propicias que
favorecam o bom desempenho do micro-organismo e retirar aquelas que o inibem. A
composicao do meio de cultivo é um fator de grande importancia na producéo de lipases.
Os meios de cultura sdo suplementados com a utilizacdo de compostos quimicamente
conhecidos ou matérias-primas naturais (COELHO et al., 2008).

Diante do observado nesse trabalho, os resultados corroboram com os constatado
por Facchini e seus colaboradores (2016), cujo meio de cultura selecionado para producao
de lipases pelo fungo Fusarium oxysporum foi o meio submerso SR, a 30 ° C, apés trés
dias de cultivo a 100 rpm.

3.6 Determinacao da fonte de nitrogénio do meio de cultura para producao de lipase

Analisando-se a massa micelial, pode-se dizer que o meio SR contendo apenas
extrato de levedura apresentou biomassa inferior (0,488 g) quando comparada ao meio
controle SR (0,523 g), entretanto foi observado uma maior atividade lipolitica, sendo essa
de 14 % superior ao meio SR (Tabela 2).

Pode-se observar que as fontes de nitrogénio alteraram significativamente o pH da
solucado, sendo 6,26 para o extrato de levedura, ou seja, quando comparado ao meio
controle, 5,44, este obteve um aumento de 13 % na alcalinidade (Tabela 2).

Os resultados demonstraram que o Aspergillus sp. MB 2.7 obteve melhor atividade
enzimatica no meio SR na presenca de extrato de levedura, sendo a fonte de nitrogénio
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mais favoravel com 15,10 U totais, seguido pelo meio controle SR com 12,96 U totais,
cloreto de amdnio com 8,06 U totais e peptona com 5,81 U totais (Tabela 2).

Fonte Massa micelial pH final do Atividade
(9) Extrato (U totais)
Enzimatico
SR 0,523 5,44 12,96
Extrato Levedura 0,488 6,26 15,10
Cloreto de aménio 0,169 4,47 8,06
Peptona 0,154 7,02 5,81
Extrato Levedura + Peptona 0,410 7,22 4,80
Acetato de aménio 0,197 7,06 4,30

Tabela 2 - Andlise de diferentes fontes de nitrogénio do meio submerso SR para a producgao lipolitica
pelo fungo Aspergillus sp. MB 2.7.

O nitrogénio € um importante composto encontrado na natureza nas formas organica
e inorganica. Constitui-se de proteinas, acidos nucléicos e outros compostos celulares,
tornando-o um elemento de grande importancia na producdo enzimatica. As fontes de
nitrogénio possuem uma elevada importancia na sintese das enzimas (TAN et al., 2003).

3.7 Determinacao da solucao de sais do meio de cultura submerso para producao de

lipases

Observou-se que a producdo enzimatica na auséncia de sais do meio submerso
SR foi significativa na atividade lipolitica obtendo 20,20 U totais, sendo essa 23 % maior
qgquando comparada ao meio contendo a solu¢do do préprio meio SR (Tabela 3).

Esses resultados sao de especial valia uma vez que a ndo insercao de sais no meio
de cultura diminui custo na producao enzimatica, além de ser observado um aumento
significativo na atividade da enzima. Dessa forma a lipase produzida pelo fungo Aspergillus
sp. MB 2.7 em meio submerso SR contendo extrato de levedura como fonte de nitrogénio
sem solucdes de sais, durante sete dias, a 30 °C mostrou-se ser promissora na aplicagao
biotecnologica.

Sais Massa micelial pH final Atividade
(9) extrato enzimatico (U total)
SR 0,147 7,00 15,53
SR + Wesson 0,211 6,23 8,57
Wesson 0,127 6,82 11,90
Sem sais 0,197 6,71 20,20

Tabela 3 - Andlise da influéncia de diferentes solu¢des de sais para a producgéo lipolitica pelo fungo
Aspergillus sp. MB 2.7.




41 CONCLUSAO

Esse trabalhou demostrou a importancia da prospeccao de fungos filamentosos
a partir de distintos ambientes e a padronizacdo das condi¢cdes quimicas para seu
crescimento e producao de lipase.

No presente trabalho, foram coletadas quatro diferentes amostras do municipio de
Linhares-ES, sendo isolados dezessete fungos filamentosos, sendo esses possivelmente
pertencentes ao género Aspergillus, Mucor, Paecilomyces e Rhyzopus, sendo os demais
fungos néo identificados. A partir do fungos isolados, selecionou-se o Aspergillus sp. MB
2.7, como potencial lipolitico sem adicdo de sais e contendo extrato de levedura como
fonte de nitrogénio. Dessa forma, pode-se dizer que o trabalho foi desenvolvido com éxito,
dentro das caracteristicas estabelecidas, e apresentou potencial biotecnoldégico uma vez
que o fungo Aspergillus sp. MB 2.7 tem capacidade de produzir a enzima de interesse
com atividade significativa para possiveis aplicacdes industriais.
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