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APRESENTACAO

O livro “Estudos Interdisciplinares nas Ciéncias Exatas e da Terra e Engenharias”
de publicacdo da Atena Editora apresenta em seu 4° volume 37 capitulos com
tematicas voltadas a Educacdo, Agronomia, Arquitetura, Matematica, Geografia,
Ciéncias, Fisica, Quimica, Sistemas de Informacgédo e Engenharias.

No ambito geral, diversas areas de atuacdo no mercado necessitam ser
elucidadas e articuladas de modo a ampliar sua aplicabilidade aos setores
econOmicos e sociais por meio de inovagdes tecnologicas. Neste volume encontram-
se estudos com teméaticas variadas, dentre elas: estratégias regionais de inovacéo,
aprendizagem significativa, caracterizagao fitoquimica de plantas medicinais, gestéo
de riscos, acessibilidade, anélises sensoriais e termodinadmicas, redes neurais e
computacionais, entre outras, visando agregar informacdes e conhecimentos para a
sociedade.

Os agradecimentos do Organizador e da Atena Editora aos estimados autores
que empenharam-se em desenvolver os trabalhos de qualidade e consisténcia,
visando potencializar o progresso da ciéncia, tecnologia e informacédo a fim de
estabelecer estratégias e técnicas para as dificuldades dos diversos cenarios
mundiais.

Espera-se com esse livro incentivar alunos de redes do ensino basico, graduacéao
e pos-graduacdo, bem como outros pesquisadores de instituicbes de ensino,
pesquisa e extenséo ao desenvolvimento estudos de casos e inovacgdes cientificas,
contribuindo na aprendizagem significativa e desenvolvimento socioeconémico rumo
a sustentabilidade e avancos tecnolégicos.

Cleberton Correia Santos
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CAPITULO 2

MUTAGENESE DA LEVEDURA Candida viswanathii
PARA A PRODUCAO DE ENZIMAS LIPOLITICAS

Luiz Renato Lima Silva Miranda
Universidade Federal do Tocantins, Graduando
do curso de Engenharia de Bioprocessos e
Biotecnologia, Gurupi — TO

Nayra Morgana Lima De Oliveira
Universidade Federal do Tocantins, Mestrando em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Palmas — TO

Erika Carolina Vieira Almeida
Universidade de Gurupi, Mestre em Biotecnologia,
Gurupi - TO

Adriana Augusta Neto
Universidade Federal do Tocantins, Doutorado em
Producéo Vegetal, Gurupi — TO

Alex Fernando De Almeida

Universidade Federal do Tocantins, Professor
Adjunto do curso de Engenharia de Bioprocessos
e Biotecnologia, Gurupi — TO

RESUMO: O uso de microrganismos para
producdo de enzimas, que sao utilizadas em
diversos setores industriais, € um avango
biotecnolégico, que auxilia no desenvolvimento
e aprimoramento de técnicas mais complexas,
de maneira menos tdxica. As enzimas sao
biocatalizadores que aceleram ataxade reacoes
e sdo altamente versateis na catélise de varios
tipos de reacdes. As lipases desempenham
um papel importante em diversos setores, com
vantagens sobre a via sintética. Por serem
enzimas encontradas em quase todas as
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células vivas, a selecdo de microrganismos que
aumentem a producéao, e possuam lipases mais
estaveis e com condicbes de atuagcdo mais
amplas, é fundamental. A utilizagdo de espécies
de leveduras do género Candida, € amplamente
difundido nos estudos para producéo de
lipase, e a espécie Candida viswanathii se
mostra como promissora para esta sintese. A
utilizagdo de mutagénese induzida demonstra
ser um método efetivo de aprimoramento de
linhagens, frente a necessidade de se aumentar
a producdo de enzimas, com a selecdo de
mutantes estrategicamente desenvolvidos.
Neste trabalho, foram obtidos 28 mutantes,
com a mutagdo génica de irradiacdo UV,
onde trés cepas melhoradas, CM05, CM23 e
CM25 obtiveram maior eficiéncia comparada a
cepa selvagem (186,4%, 159,7%, e 110,12%,
respectivamente). Amutagénese induzida ainda
mostrou eficiéncia na segunda mutagcéo, onde
a cepa CMO05, originou outros dois mutantes,
CM30 e CM35, com uma melhora de 108,6% e
148,4%, respectivamente.

PALAVRAS-CHAVE: Lipase;
Ultravioleta, Biotecnologia.

Mutagénese,

MUTAGENESIS OF Candida viswanathii
YEAST FOR THE PRODUCTION OF

Capitulo 2




LIPOLYTIC ENZYMES

ABSTRACT: The use of microorganisms to produce enzymes used in several industrial
sectors, is a biotechnological advance that helps in the development and improvement
of more complex techniques, in a less toxic way. Enzymes are biocatalysts that
accelerate the rate of reactions and are highly versatile in the catalysis of various types
of reactions. Lipases play an important role in several sectors, with advantages over
the synthetic route. Because they are enzymes found in almost all living cells, the
selection of microorganisms that increase production, and have more stable lipases
and with broader working conditions, is fundamental. The use of yeast species of the
genus Candida is widely disseminated in lipase production studies, and the species
Candida viswanathii is shown to be promising for this synthesis. The use of induced
mutagenesis proves to be an effective lineage enhancement method, considering the
need to increase this production, with the selection of strategically developed mutants.
In this work, 28 mutants were obtained, with the gene mutation of UV irradiation, where
three improved strains, CM05, CM23 and CM25 obtained higher efficiency compared
to the wild strain (186.4%, 159.7%, and 110.12% respectively). Induced mutagenesis
still showed efficiency in the second mutation, where the CMO05 strain gave two CM30
and CM35 mutants with an improvement of 108.6% and 148.4%, respectively.
KEYWORDS: Lipase, Mutagenesis, Ultraviolet, Biotechnology

INTRODUCAO

Atualmente, a biotecnologia se posiciona a frente dos quimicos convencionais,
devido a crescente necessidade por processos industriais que ndao ocasionam
impactos ambientais. Em raz&o disso, a demanda por enzimas no mercado vem
crescendo, pelo fato de serem ecologicamente mais viaveis, originando mais de
500 industrias que utilizam essa tecnologia, dentre as quais se destacam as areas
de alimentos, téxtil, papel, saude humana e animal (MONTEIRO e SILVA, 2009;
FEITOSA, 2010).

As enzimas séo heteropolimeros complexos formados por aminoacidos unidos
covalentemente por ligacbes peptidicas, e atuam como catalisadores para todos
0s processos metabdlicos, possibilitando assim, a vida. Essa classe especial de
proteinas € bastante ativa, versatil e especifica, ndo necessita de altas temperaturas
e valores extremos de pH. Seu uso como biocatalisadores € altamente desejavel
em reacOes quimicas industriais, sendo frequentemente utilizadas em sinteses
organicas, pois possuem a capacidade de clivar ligacdes de diferentes substratos,
tais como: polissacarideos, lipideos, aminoacidos, proteinas, ésteres, entre outros.
(OLIVEIRA, 2010; ALMEIDA et al., 2013; GURURAJ et al., 2016)

As enzimas s&o agrupadas de acordo com suas propriedades cataliticas,
sendo divididas em: oxidorredutases, transferases, hidrolases, lipases, isomerases
e ligases. Logo, essas classes foram divididas em subgrupos, para especificar o tipo
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de reacéao e a natureza quimica dos reagentes. De acordo com essas caracteristicas
€ definido um codigo (Enzyme Comission, E.C.), o qual foi padronizado pela
Commission on Enzymes of the International Union of Biochemistry and Molecular
Biology (COSTA, 2016).

As lipases (E.C. 3.1.1.3) pertencem a classe das hidrolases, que clivam
ligacOes do tipo ésteres em substrato lipidico. Em concentragées normais de agua
essas enzimas clivam moléculas de triacilglicerois, formando glicerol e acidos
graxos livres. Na presenca de solventes orgéanicos, as lipases catalisam reacdes de
sintese de triacilglicerdis e outras como transesterificacado, aminélise e lactonizacéo,
revelando seu potencial para aplicagdes industriais, que abrange as areas de aditivos,
alimentos, quimica fina, detergentes, tratamento de aguas residuais e farmacéuticas
(ALMEIDA, 2012; ALMEIDA et al., 2013; GURURAJ et al., 2016).

Os microrganismos sdo as fontes de lipase mais viaveis dentro de uma
industria, por apresentarem diversas vantagens em relacéo a animal e vegetal, como
a diversidade metabdlica, versatilidade das suas propriedades e pela facilidade da
producédo em larga escala. Geralmente, os processos industriais que empregam
enzimas sao relativamente simples, faceis de controlar, eficientes energeticamente
e requerem investimentos de baixo custo, sendo que cerca de 60% das enzimas
exploradas industrialmente sdo de origem fungica (OLIVEIRA, 2010; ROVEDA et al.,
2010; ORLANDELLI et al., 2012; CHOUDHURY e BHUNIA, 2015; MISHARA, 2019).

Diante do grande potencial industrial das enzimas microbianas, pesquisas
no desenvolvimento de métodos para aperfeicoar caracteristicas de estabilidade,
especificidade e atividade da enzima vém crescendo. A busca por microrganismos
que possam produzir enzimas mais adaptadas aos processos industriais é constante
e varias técnicas estao disponiveis. A aplicagdo da irradiagdo UV como mutagénese
fisicatem sido relatada como um dos melhores métodos para melhorar a produtividade
de linhagens, devido a sua capacidade de aumentar a frequéncia de mutacédo em
até 100 vezes por gene, sem matar excessivamente as células, podendo resultar em
linhagens melhoradas (MALA et al., 2001; WINSTON, 2008; MONTEIRO e SILVA,
2009; TAPIA, 2012; CHHAYA e GUPTE, 2018).

Frente a necessidade por novas cepas melhoradas para a producéo de enzimas
com potencial biotecnoldgico, este trabalho teve como objetivo promover a mutacéao
da levedura Candida viswanathii, utilizando radiagcao UV, para obter uma linhagem
mutante com maior capacidade de catéalise enzimatica.

MATERIAIS E METODOS

Microrganismo

A linhagem C. viswanathii foi mantida no Laboratorio de Biotecnologia e
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Analise de Alimentos e Purificacdo de Produtos (LABAP), da Universidade Federal
do Tocantins, Campus Universitario de Gurupi-TO. Os cultivos periédicos foram
realizados em meio BDA a 28 °C, por 4 dias. A cultura estoque da linhagem foi
mantida em geladeira a 4 °C.

Primeira mutagénese aleatoéria

A exposicdo a radiacéo ultravioleta foi realizada em camara (49,5 cm x 23,5 cm
x 27,5 cm, comprimento x largura x altura), contendo uma lampada UV (15 W) fixada
na parte interna superior (Figura 1).

Figura 1 — Camara utilizada na mutagéo da linhagem de Candida viswanathii com uma lampada
UV posicionada em seu interior.

A primeira mutagénese foi realizada em fluxo laminar, com 25 mL do in6culo
transferido para uma placa de Petri estéril, na concentracao celular de 1x107 células.
mL". A placa foi colocada dentro da camara a uma distancia de aproximadamente
23,5 cm de altura da lampada UV e submetida a irradiagdo nos tempos de 0, 5, 10,
15, 35, 45, 55, 75 e 85 segundos. Em todos os tempos, a placa, contendo 0 meio
irradiado, foi agitada manualmente para propiciar a homogeneizacdo da cultura.
Para o desenvolvimento das col6nias, aliquotas de 1 mL foram retiradas da placa
irradiada e inoculadas em placas de Petri por técnica de espalhamento usando o
meio Hankin e Anagnostakis (1975).

Segunda mutagénese aleatéria

Uma segunda mutacéo na linhagem de C. viswanathii mutante, obtida na etapa
anterior, foi realizada submetendo a irradiacdo UV nos tempos de 120, 140, 160,
180, 240, 280, 320, 340, 360 e 380 segundos. Para o desenvolvimento das colbnias,
aliquotas de 1 mL foram retiradas da placa irradiada e inoculadas em placas de Petri
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por técnica de espalhamento, usando o meio Hankin e Anagnostakis (1975).

Selecao de mutantes

Apbs os procedimentos de mutagénese, as células foram cultivadas em meio
sélido Hankin e Anagnostakis (HANKIN & ANAGNOSTAKIS, 1975), tendo como
composigéo (g.L"): peptona, 10; NaCl, 5; CaCl,.2H,0, 0.1; agar, 20, suplementado
com 1% de Tween 20.

Apéds 5 dias, foram contadas as col6nias formadas nas placas e selecionadas
aquelas que apresentaram maior tamanho de halo em relacdo as demais. Os halos
foram formados a partir da precipitacéo de sais de calcio.

Cultivo em Estado Liquido

O meio liquido foi preparado em duplicata, em frascos de Erlenmeyer de 125 mL
contendo 20 mL de meio liquido de Vogel modificado (VOGEL, 1956) acrescido de 1%
(m/v) de azeite de oliva, 0,2% (m/v) de extrato de levedura a pH 6,0 e esterilizados a
121 °C, por 15 min. O meio de cultivo foi inoculado com 1 mL de uma suspensao de
células (107 células.mL") e mantido sob agitacéo de 210 rpm, a 28 °C por 72 horas.

Determinacao da atividade enzimatica

A atividade da lipase foi determinada em duplicata, utilizando p-nitrofenil
palmitato (p-NPP) como substrato. O meio reacional utilizado foi composto por 3,8
mg p-NPP, solubilizado em 0,5 mL de dimetilsulfoxido (DMSO) e diluido a 0,5 mM
com tampao Mcllvaine pH 4,0, contendo 0,5% de Triton X-100. A hidrolise do p-NPP
foi determinada descontinuamente a 40 °C pela liberagcéo do p-nitrofenol. Em cada
tubo de ensaio adicionou-se 900 ul de meio reacional e pré-incubou-se em banho-
maria por 5 min. Em seguida, a reacéo foi iniciada pela adicao de 100 ul da amostra
devidamente diluida e foi interrompida com choque térmico (90 °C, 1 min), seguida
pela adicdo de 1 mL de solugdo saturada de tetraborato de sddio decahidratado. Todos
0s ensaios enzimaticos foram realizados em duplicata e a leitura da absorbancia foi
realizada a 410 nm [Coeficiente de extincdo molar (¢) do pNP: 18676,81 M'.cm™].
Os controles foram preparados sem a adicao da enzima.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 2 é apresentada a sobrevivéncia das colénias de C. viswanathii,
visto que a porcentagem de sobrevivéncia celular diminuiu proporcionalmente com
0 aumento do tempo de exposicdo. A curva de sobrevivéncia mostra que o0 uso da
irradiacao UV influencia diretamente na taxa de mortalidade das colbnias, tendo a
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reducdo na quantidade de células viaveis com o tempo de exposicao das colonias
a irradiacdo. O dano causado no DNA depende diretamente do tempo de exposicéao
aos raios UV (SIVARAMAKRISHNAN e INCHAROENSAKDI, 2017).

Curva de sobrevivéncia
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Figura 2. Curva de sobrevivéncia de C. viswanathii submetida a irradiacdo U.V. em diferentes
intervalos de tempo.

A diminuicao de células viaveis apdés exposicao a luz UV ocorreu devido a
formacéao de dimeros de timina, afetando assim a replicacdo do gene e sua expressao.
Por ocorrer aleatoriamente no genoma, a maioria dessas mutagdes € silenciosa e/
ou ndo causam efeitos negativos sobre a funcéo celular, enquanto outras ocorrem
em genes essenciais a vida, levando assim a morte celular. Assim, admite-se que
a fracdo de células sobreviventes apresentam um acumulo de mutac¢des nao-letais,
mas que possivelmente determinam alteracdes significativas em seu metabolismo
(TAPIA, 2012). Pigatto (2008) demonstrou que a mutagénese de Xamtomonas
campestris proporcionou a selecado de 42 colbnias apos a irradiacdo com UV. No
estudo realizado por Tapia (2012), utilizando a levedura Lipomyces starkeyi, ap0s
40 minutos de irradiagao, a fragcdo de sobrevivéncia dos microrganismos foi de 5%.

Apos os procedimentos de mutagénese, as células foram cultivadas em meio
sélido Hankin e Anagnostakis (1975). A contagem das colénias formadas nas
placas foi realizada apds 5 dias de incubagcao e foram selecionadas aquelas que
apresentaram maior tamanho de halo, sendo comparadas entre si. Desta forma,
foram isoladas 28 coldnias de C. viswanathii mutantes (Tabela1).

Colbnia Media @ do Halo (mm) Media @ da Colbnia (mm) indice enzimatico
CMo1 17,5 3,0 5,8
CMo2 16,0 5,0 3,2
CMO03 10,0 3,0 3,3
CMo04 18,0 3,0 6,0
CMO05 17,5 4,0 4,3
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CMO06 20,0 4,0 5,0

CMO7 19,5 4,0 4,8
CMO08 17,5 4,0 4,3
CMo09 20,0 3,0 7,6
CM10 13,5 3,0 4,5
CM11 20,0 4,0 5,0
CM12 21,0 5,0 4,2
CM13 23,0 6,0 3,8
CM14 20,0 5,0 4,0
CM15 21,0 4,0 5,2
CM16 20,0 3,0 6,6
CM17 19,0 4,0 4,7
CM18 14,0 3,0 4,6
CM19 14,0 3,0 4,6
CM20 18,0 4,0 4,5
CM21 18,0 4,0 4,5
CM22 16,0 50 3,2
CM23 20,0 50 4,0
CM24 8,5 3,0 2,8
CM25 18,5 4,0 4,6
CM26 15,5 4,0 3,8
CM27 16,5 50 3,3
CM28 16,5 4,0 4,1

Tabela 1. indice enzimatico de linhagens mutantes de C. viswanathii crescidas em agar Hankin-
Anagnostakis.

A ocorréncia de colbnias com maior tamanho de halo dentre os mutantes
sugere uma maior eficiéncia de producdo de lipase, podendo ser expresso pelo
indice enzimatico. As 28 colbnias de C. viswanathii mutantes selecionadas, onde
foram observados tamanho de halo e o indice enzimético, foram cultivadas em meio
submersos para verificar a atividade de lipase. Em seguida foi feito um calculo de
atividade relativa comparando a atividade enzimética da linhagem mutante com a
linhagem selvagem, sendo obtida pelo seguinte calculo:

Atividade mutante*100
Afividade selvagem

Atividade relativa (%) =

Essa técnica pode resultar em alguns falsos-positivos, pois, o didmetro das
zonas de hidrélise produzidas pela difusdo da enzima pode ser em funcdo de sua
concentracdo e ndo da sua atividade (ALMEIDA, 2012). Assim, foram cultivadas
em meio liquido para verificar a producao volumétrica da lipase produzida pelas
linhagens mutantes. A maioria das colénias mutantes apresentaram um aumento
na sua atividade (Tabela 2), e isto revela que a mutac¢édo induzida por irradiagcédo UV
ocasionou danos positivos ao DNA da linhagem. Resultados semelhantes também
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foram observado nos trabalhos de Irfan et al., (2011), onde obteve mutantes de
Aspergillus niger capazes de aumentar em duas vezes a produc¢ao de CMCase e em
trés vezes para a FPase quando comparada com a linhagem parental. No estudo
realizado por Yin et al., (2016), a irradiacao foi aplicada em Fusarium oxysporum, e
obteve um aumento na atividade enzimatica de pectinase em 73,6% a mais que a
cepa original.

As linhagens mutantes de C. viswanathii CM05, C. viswanathii CM23 e C.
viswanathii CM25 apresentaram maior atividade enzimatica (6,9+0,5 U.mL",
6,2+0,8 U.mL", 4,8+0,1 U.mL", respectivamente) em relacdo a linhagem selvagem,
CMnormal, (2,4+0,1 U.mL™).

Colbnia Atividade enzimatica (U.mL-1) Atividade relativa (%)
CMnormal 2,4+0,1 100,0
CMO1 2,6+0,1 109,1
CMO02 2,6+0,2 109,1
CMo03 4,8+0,1 199,2
CMo04 2,2+0,2 94,0
CMO05 6,9+0,5 286,4
CMO06 3,0+0,4 127,7
CMo7 2,8+0,3 119,4
CMO08 2,0+0,1 86,8
CMO09 2,4+0,1 99,5
CM10 2,3+0,1 95,3
CM11 2,4+0,2 100,1
CM12 3.41+0,0 142.5
CM13 4,7+0,2 197,3
CM14 3,2+0,3 135.6
CM15 3,3+0,1 140.0
CM16 3,8+0,2 160,9
CM17 3,1+0,2 129,1
CM18 3,7+0,1 154,5
CM19 3,3+0,8 137,2
CM20 4,5+0,2 189,0
CM21 4,0+0,4 168,0
CM22 4,6+0,2 191,6
CM23 6,2+0,8 259.7
CM24 3,3+0,1 139,3
CM25 5,0+0,5 210,2
CM26 4,8+0,3 201.0
CM27 4,9+0,6 203.9
CM28 4,8+0,1 199,3

Tabela 2: Atividade enzimatica (U.ml") e atividade relativa (%) das cepas que sofreram
mutagénese e tiveram um alto indice enzimatico em comparagéo com a cepa selvagem.

Logo apoés a primeira mutacgéo, foi realizada uma segunda mutacéo utilizando
a linhagem mutante de C. viswanathii CM05, que obteve a maior quantidade de
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enzimas produzidas ap6s o primeiro cultivo submerso.

Na Figura 3 observa-se a curva de sobrevivéncia da linhagem C. viswanathii

CMO5.

Figura 3. Curva de sobrevivéncia da linhagem de C. viswanathii mutante CM05 submetida a
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Apos a realizacdo da segunda mutagénese, as células foram cultivadas em

meio sélido Hankin e Anagnostakis (1975), e apds 5 dias de incubacgao, as colonias

com maior indice enzimatico foram selecionadas para os cultivos em estado liquido.
Nesta etapa foram selecionadas 8 colénias de C. viswanathii mutantes (Tabela 3).

Colbnia

Media @ do Halo (mm)

Media @ da Colbnia (mm)

indice enzimatico

CM29
CM30
CM31
CM32
CM33
CM34
CM35
CM36

12,5
11,0
11,0
10,5
8,4

10,0
11,5
8,0

3,0
3,0
2,0
3,0
4,0
3,0
3,0
3,0

4,0
3,6
5,5
3,5
2,1
3,3
3,8
2,6

Tabela 3. indice enzimatico de linhagens de C. viswanathii da segunda mutac&o crescidas em
agar Hankin-Anagnostakis.

As colonias mutantes de C. viswanathii foram cultivadas em meio submersos

para verificar a atividade de lipase (Tabela 4), e todas as linhagens mutantes

apresentaram maior atividade enzimatica comparada com a linha selvagem. As

linhagens mutantes CM30, CM35 foram as que exibiram maior atividade lipase

(12,100+0,658 U.mL" e 14,4+0,9 U.mL", respectivamente) em relacdo a linhagem

selvagem. A nova linhagem mutante CM35 obteve ainda, maior atividade que a
linhagem mutante CMO05 (12,6+0,3 U.mL™), que sofreu a primeira mutagénese, o que
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indica que esta segunda mutacgao realizada sobre a primeira cepa mutante, obteve
efeitos positivos sobre alteragdo do DNA.

Colbnia Atividade enzimatica (U.mL-1) Atividade relativa (%)
CMnormal 5,8+0,5 100,0
CM29 8,2+0,4 142,2
CM30 12,1+0,6 208,6
CM31 10,3+0,6 178,9
CM32 8,5+0,2 1479
CM33 6,8+0,3 118,4
CM34 8,0+0,4 138,6
CM35 14,4+0,9 248,4
CM36 7,0+0,9 122,2
CMO05 12,6+0,3 217,2

Tabela 4. Atividade enzimatica de linhagens de C. viswanathii da segunda mutacao.

CONCLUSAO

O método descrito nesse trabalho usou a técnica de mutagénese aleatoria
por irradiagdo UV, para obter uma linhagem mutante de C. viswanathii com maior
eficiéncia na producéao de lipase.

Os experimentos realizados mostraram que dentre os 28 mutantes
selecionados, 3 aumentaram sua atividade enzimatica significativamente quando
comparado com a cepa selvagem, sendo a linhagem CMO05, CM23 e CM25 as
linhagens mutantes com maior eficiéncia na sua atividade, obtendo um aumento
de aproximadamente 86,4%, 59,7%, e 10,12% na sua atividade, respectivamente,
comparada com a atividade da C. viswanathii selvagem.

Esta técnica, também se mostrou eficiente na segunda mutacéao realizada,
onde a linhagem CMO05 sofreu nova mutacgéo por irradiacédo UV, obtendo linhagens
melhoradas CM30 e CM35, representando um aumento na atividade de 8,6% e
48,4% respectivamente, comparados com a atividade da cepa selvagem.
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