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RESUMO: Observa-se um  grande
aumento na utilizagédo de enzimas como
biocatalizadores em diferentes processos
industriais, visto que catalisam seletivamente
0 substrato fazendo com que o produto seja
obtido de maneira mais pura, diminuindo,
assim, custos de producdo e geracéo de

Data de aceite: 02/01/2025

compostos indesejados. Pesquisas acerca
da producéo de lipases possuem poderoso
potencial biotecnolégico em virtude da
gama de reagbes que catalisam tanto em
meio agquoso quanto em meio organico,
0 que permite sua aplicacdo em diversos
processos como a producdo de biodiesel,
detergentes, cosméticos, alimentos e outros.
O presente trabalho objetivou realizar
uma triagem qualitativa e quantitativa de
diferentes fungos filamentosos potenciais
produtores de lipases. Inicialmente quinze
fungos filamentosos isolados de queijo
minas artesanal de casca florida foram
repicados em meio de cultura sélido proprio
para lipases, a 30°C, por 48 horas, sendo
selecionadas quatro linhagens identificadas
como QCPCB3, QMEACB8, QBPS232
e QBPL233, com raios enzimaticos de
4,65 cm, 3,70 cm, 3,50 cm e 3,50 cm,
respectivamente. Esses quatro isolados
foram submetidos a determinacdo da
producdo quantitativa de lipases em meio
submerso Carvalho-Peixoto (CP) contendo
6leo de soja como fonte de carbono, a 30°C,
por 120 horas, e a maior atividade lipolitica
foi observada para o fungo QBPL233 com
3,62 U.mL", seguido de QMEACB8 com
3,48 U.mL' e QCPCB3 com 3,42 U.mL
. Com base nesses resultados, pode-
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se concluir a importancia de realizar uma triagem qualitativa, entretanto, a atividade real
enzimatica é obtida por quantificacdo, assim como, ndo ha uma relagéo direta entre o tamanho
do microrganismo com producdo enzimatica. Dessa forma, salienta-se a importancia de
otimizar os processos de produ¢éo enzimatica para aplicacéo biotecnolégica.
PALAVRA-CHAVE: Biotecnologia, Enzimas, Fungos Filamentosos, Lipases.

ANALYSIS OF QUALITATIVE AND QUANTITATIVE PRODUCTION OF LIPASES
FROM DIFFERENT FILAMENTOUS FUNGI

ABSTRACT: A significant increase has been observed in the use of enzymes as biocatalysts
in various industrial processes, as they selectively catalyze substrates, yielding purer
products and thereby reducing production costs and the generation of unwanted compounds.
Research on lipase production has powerful biotechnological potential due to the wide range
of reactions they catalyze in both aqueous and organic media, enabling their application in
various processes such as biodiesel production, detergents, cosmetics, food, and others. This
study aimed to perform a qualitative and quantitative screening of different filamentous fungi
with potential for lipase production. Initially, fifteen filamentous fungi isolated from artisanal
Minas cheese with a bloomy rind were replicated on a solid culture medium suitable for lipase
activity at 30°C for 48 hours, and four strains identified as QCPCB3, QMEACBS8, QBPS232,
and QBPL233 were selected, with enzymatic halos measuring 4.65 cm, 3.70 cm, 3.50 cm,
and 3.50 cm, respectively. These four isolates were subjected to quantitative determination
of lipase production in submerged Carvalho-Peixoto (CP) medium containing soybean oil
as the carbon source at 30°C for 120 hours, with the highest lipolytic activity observed in
QBPL233 at 3.62 U.mL", followed by QMEACBS at 3.48 U.mL"* and QCPCB3 at 3.42 U.mL".
Based on these results, it can be concluded that qualitative screening is important; however,
actual enzymatic activity is obtained through quantification, and there is no direct relationship
between the microorganism’s size and enzyme production. Therefore, the importance of
optimizing enzyme production processes for biotechnological application is highlighted.
KEYWORDS: Biotechnology, Enzymes, Filamentous Fungi, Lipases.

11 INTRODUGAO

Dentre os diversos organismos existentes destacam-se os fungos filamentosos,
que estdo presentes nos mais diversos ecossistemas da Terra, desde regides frias a
regides com niveis de radiacdo mais altos, sendo capazes de se adaptarem a condi¢es
ambientais extremas. Dessa forma, esses organismos podem ser cultivados em laboratério
em diferentes composicdes de meios e condi¢des facilmente controlaveis (RAWAT, 2015;
CHAMBERGO; VALENCIA, 2016).

Além da facilidade de cultivo, os fungos filamentosos contemplam a capacidade
natural de degradar e transformar produtos, visto que excretam diversos compostos como
acidos orgénicos, antimicrobianos, enzimas e outros. Nesse sentido, observa-se o grande
interesse biotecnologico que esses microrganismos detém, visto que podem ser utilizados
em processos fermentativos para a producdo de bebidas e massas, estdo envolvidos no
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processo de biodegradacéo e tratamento biolégico de efluentes, na medicina destacam-se
na produgdo de antibidticos a partir de seus metabdlitos e sdo produtores de enzimas de
interesse industrial (ABREU et al., 2015; WANG et al., 2017).

Enzimas sdo catalisadoras de reagbes dos sistemas biologicos que podem ser
produzidas por fungos filamentosos, bactérias, leveduras, plantas e animais, e quando
comparadas aos catalisadores quimicos demonstram ser extremamente vantajosas, visto
que séo facilmente degradaveis, reutilizaveis e ndo possuem toxicidade, dessa maneira,
seu uso nao provoca danos ao meio ambiente. Ademais, essas biomoléculas catalisam
seletivamente o substrato fazendo com que o produto seja obtido de maneira mais pura,
diminuindo, assim, custos de produgédo (SILVEIRA; ROCHA; BENASSI, 2021).

Com o decorrer dos anos, observa-se um grande aumento na utilizacdo de enzimas
como biocatalizadores em diferentes processos industriais em virtude das vantagens que
seu uso proporciona e devido a atual preocupacao com a situagcdo ambiental do planeta,
fazendo-se necessério o uso de tecnologias e processos de produ¢do menos agressivos
ambientalmente. Dessa maneira, € possivel verificar a aplicagdo de enzimas na industria
farmacéutica, cosméticos, alimenticia, téxtil, tratamento de efluentes, biocombustiveis,
papel e celulose e outros. Sendo assim, a pesquisa de novas enzimas e o melhoramento do
desempenho de catalise daquelas ja conhecidas é de extrema importancia no que tange a
aplicacé@o dessas biomoléculas em larga escala (RIGOLDI et al. 2018; SILVEIRA; ROCHA;
BENASSI, 2021).

Dentre as principais enzimas de interesse biotecnolégico, destacam-se as lipases ou
triacilglicerol acil-hidrolases (EC 3.1.1.3), que podem ser encontradas em animais, vegetais
e microrganismos e catalisam tanto reagbes de hidrélise, transformando acilglicerois de
cadeia longa em diacilglicerois, monoacilgliceréis e acidos graxos livres, quanto reagbes
de sintese, modificando lipidios por meio de esterificacdo, transesterificacdo, amindlise
e lactonizacdo. Vale citar que o sentido da reacao € definido pela quantidade de agua
presente no meio reacional, sendo a hidrélise favorecida em meio aquoso e a sintese
na presenga de solventes (VERMA; MEGHWANSHI; KUMAR, 2021; BORRELLI; TRONO,
2015).

As lipases sé@o biocatalisadoras altamente especificas ao substrato de acéo e a
forma de hidrolise, e essa caracteristica permite a classificacdo dessa enzima em: lipases
regiosseletivas, especificas em relagdo a posi¢édo de hidrélise do triacilglicerol; lipases tipo-
seletivas, as quais sé@o especificas quanto ao tamanho da cadeia carbbnica ou ao nimero
de insaturagdes do triacilglicerol; lipases enantiosseletivas, que sdo capazes de discriminar
enantibmeros em uma mistura racémica (POHANKA, 2019; SILVEIRA; ROCHA; BENASSI,
2021).

A forma especifica de acao das lipases, juntamente com a capacidade de catalisar
diversos tipos de reacdes em solventes organicos, sao fatores que fomentam seu potencial

de aplicacéo industrial, que € amplamente expresso na industria de papel e celulose para
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o tratamento da madeira; alimenticia para a produgéo de queijos curados desenvolvendo
sabor e aroma especifico; no melhoramento das caracteristicas de massas; na modificacéo
de 6leos e gorduras de pouco valor em lipidios com particularidades mais cobigcadas; no
setor téxtil para o melhoramento do tecido e remocgédo de lubrificantes; na industria de
detergentes, afim de potencializar a remog¢éo de manchas de gordura nos utensilios que
forem aplicados; para a produgéo de farmacos e cosméticos; no tratamento de efluentes de
diversos setores industriais que emitem altos teores de lipidios e ésteres em seus rejeitos
e biocombustiveis para a producao de biodiesel (SALIHU; ALAM, 2015; BILAL et al., 2021).

No decorrer dos anos, lipases de diversos tipos de organismos vém sendo relatadas,
dentre estes os fungos filamentosos, entretanto, apenas um numero limitado de lipases
microbianas foi totalmente caracterizadas e purificadas para fins industriais, fazendo com
que sua aplicagdo seja relativamente onerosa. Com isso, o estudo de novos organismos,
bem como a otimizagdo do processo de produgéo ja existente através da pesquisa de
meios de obtencdo e da caracterizacdo dessas enzimas é de extrema importancia no
que diz respeito a exploracao do seu potencial biotecnolégico (VERMA; MEGHWANSHI;
KUMAR, 2021).

Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivo realizar a analise da produgao
de lipases qualitativa e quantitativa a partir de distintos fungos filamentosos.

21 METODOLOGIA

O trabalho foi realizado no Laboratério de Micologia, Enzimologia e Desenvolvimento
de Produtos (LMEDP), da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri
(UFVJM) campus JK, Diamantina, Minas Gerais, Brasil. Os microrganismos foram
cadastrados no Sistema Nacional de Gestao do Patrim6nio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado (SisGen).

2.1 Microrganismos utilizados no desenvolvimento da pesquisa

Foram selecionados quinze fungos filamentosos isolados anteriormente de amostras
de queijo minas artesanal de casca florida, sendo eles: QVIEAB26, QMEACBS8, QMEALCS3,
QMEALC7, QMEABC8, QCPCCA, QCPCCB, QCPCB3, 2QBD32, 2QBD35, QBPS232,
QBPS122, QBPL233, 1Q522B, 2QLD35. Esses fungos filamentosos foram preservados
em silica gel em tubos de ensaio com tampa de rosca e armazenados a 4°C (MICHELIN
et al., 2009).

2.2 Reativacao das cepas dos fungos filamentosos

Preparou-se meio de cultura soélido proprio para lipases proposto por Marinho
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(2011), cuja composicao consistiu em: 0,4 g.L" de extrato de levedura; 10g.L" de azeite de
oliva extra virgem; 0,1 g.L" de cloreto de sédio; 0,2 g.L " de sulfato de magnésio e 20 g.L"
de agar bacteriolégico. Os meios foram autoclavados a 1 atm, 120°C, por 20 minutos e
vertidos em placas de Petri, previamente esterilizadas, em capela de fluxo laminar proximo
ao bico de Bunsen. As silicas gel contendo os esporos fungicos foram colocados sobre o
meio de cultura e incubados a 30°C em estufa bacteriol6gica até que os microrganismos
crescessem.

2.3 Analise da producao qualitativa de lipases a partir dos fungos filamentosos

A andlise foi realizada seguindo a metodologia descrita por Hankin Anagnostakis
(1975), que consistiu na utilizacdo do meio de cultivo sélido para a detecgéo da produgéao
qualitativa de enzimas a partir de fungos.

Dessa forma, os quinze fungos filamentosos foram repicados, pontualmente ao
centro da placa de Petri, contendo meio de cultura sélido para lipases (Marinho, 2011)
estéril em capela de fluxo laminar previamente higienizada com alcool 70% e atras da
chama do bico de Bunsen, de modo a garantir a esterilidade durante o repique.

ApoOs o repique, os meios foram incubados em estufa bacteriologica a 30°C, durante
48 horas, para o crescimento dos fungos filamentosos. Ap6s o periodo de incubagéo,
realizou-se a revelacdo da producédo qualitativa das lipases utilizando-se uma solucéo
reveladora composta por NaOH 0,1M e fenolftaleina 2%.

Para isso, inseriu-se 10 mL da solugédo relevadora as placas de Petri para a
observacgéo de halos transparentes ao redor do micélio fungico, caracterizando a formacgéao
dos halos lipoliticos, os quais foram medidos em quintuplicatas com o auxilio de um
paquimetro, obtendo a medida em centimetros.

2.4 Anadlise da producdo quantitativa de lipases a partir dos fungos
filamentosos previamente selecionados

A partir dos resultados obtidos pela analise da producdo qualitativa de lipases,
selecionaram-se quatro fungos filamentosos, os quais apresentaram halos enzimaticos
superiores a 3,5 cm.

Inicialmente, prepararam-se 50 mL de meios de cultura submersos Carvalho-Peixoto
(CP) (PEIXOTO et al., 2003), composto por 0,8 g de extrato de levedura; 0,03 g de KH,PO,;
0,05 g de MgSO, e 2,5 mL de éleo de soja como fonte de carbono para 100 mL de agua
destilada, contidos em Erlenmeyer de 250 mL, sendo esses autoclavados a 120°C, durante
20 minutos, a 1,0 atm.

Para a realizacao do inéculo do fungo no meio, utilizou-se um bastdo de ago inox
de 1 cm de diametro, previamente esterilizado em autoclave, sendo retirados trés discos

de cada isolado fungico das placas de Petri, os quais foram adicionados nos frascos
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Erlenmeyer contendo 50 mL do meio de cultivo estéril. Todo o procedimento foi realizado
em triplica para cada fungo, sendo os meios mantidos de forma estacionaria em estufa
bacteriolégica, a 30°C, durante 120 horas de cultivo.

Decorrido o tempo de incubacdo, a massa micelial foi obtida através da filtracéo a
vacuo com o auxilio de um funil de Blchner e papel de filtro Unifil®, 12,5 cm de diametro.
Apbs a filtracdo, obteve-se o extrato bruto extracelular contendo as enzimas de interesse,
sendo essas submetidas a medigdo do pH em pHmetro, medicéo de volume (em mL) em

proveta volumétrica e dosagem enzimatica para a determinag¢éo da atividade lipolitica.

2.5 Determinacao da quantidade de proteina do extrato bruto extracelular

Adosagem de proteinas foi realizada com base na metodologia proposta por Bradford
(1976), utilizou-se a albumina de soro bovino (BSA) como padrdo a uma concentragcéo de
100 pyg.mL", variando de 0 a 100 pyg.mL™.

Para a realizagdo da dosagem de proteinas, adicionou-se 500 yL do reagente de
Bradford e 50 pL de extrato bruto enzimético ou 50 pL de agua destilada para o branco em
tubos de ensaio, deixando no escuro durante 5 minutos para reagir. Decorrido o tempo de
incubacéo, realizou-se a leitura em microplacas em espectrofotometro tipo Elisa Loccus
LMR-96, a 595 nm.

Visto que o procedimento foi realizado em triplicata para cada amostra, utilizou-se
a média das absorbancias para o calculo da quantidade de proteina, que foi feito a partir
da Equacéo 1.

Abs 1
P fator X Vextrato (1)
Sendo:
A, — atividade de proteina (mg.mL");
Abs — média das absorbancias de cada amostra;
Fator — inclinagédo da reta da curva padrao do reagente de Bradford;

\Y — volume de extrato bruto enziméatico utilizado na reagdo em mL.

extrato

2.6 Determinacao da atividade lipolitica do extrato bruto extracelular

A dosagem enzimatica foi baseada na hidrélise do substrato sintético p-nitrofenil-
palmitato. Inicialmente, prepararam-se duas solu¢cbes, denominadas de solucéo | e solugcéo
Il, compostas por:

Solugéo I:

50 pL de Triton X-100;

0,01 g de goma arabica;
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18 mL de tampé&o acetato de sédio 100 mM pH 6,0.

Solugéo Il:
0,07 g de p-nitrofenil-palmitato;

10 mL de isopropanol.

Ambas as solugbes foram homogeneizadas em agitador magnética e misturadas em
uma propor¢ao 1:1 formando a solugéo lll, no ato da dosagem da atividade. Adicionou-se
450 pL da solugéo Il a 50 pL de extrato bruto enzimatico em tubos de ensaio, deixando
reagir durante 10 minutos em banho-maria a 50°C. Decorrido o tempo de incubacao, a
reacao foi paralisada pela adicdo de 500 pL de uma solucdo saturada de tetraborato de
sodio.

Para o preparo do branco, adicionou-se 50 pL de extrato bruto enzimatico em tubos
de ensaio, deixando em agua fervente por 5 minutos de modo a desnaturar a enzima e
apo6s o tempo de fervura, adicionou-se 450 L da solugéo Il e 500 pL da solugéo saturada
de tetraborato de sodio.

Por fim, adicionou-se 200 pL dos produtos de reacdo e do branco em cada pog¢o
da microplaca para a leitura em espectrofotobmetro a 405 nm. Visto que o procedimento
foi realizado em triplicata para cada amostra, utilizou-se a média das absorbancias para o
célculo da atividade enzimatica, que foi feito através da Equacéo 2.

Al_AbsX LIV @)

fator treagio Vextrato

Sendo:

A, — Atividade lipolitica (U.mL");

Abs — média das absorbéancias de cada amostra;
Fator — inclinagdo da curva padréo do p-nitrofenol;
t — tempo de reacdo em minutos;

reagao
\Y) — volume de extrato bruto enzimético utilizado na reagdo em mL.

extrato

2.7 Reprodutibilidade

Os experimentos foram realizados em triplicata, onde as médias e desvios-padrao

foram calculados utilizando o software MS Excel.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Através da andlise qualitativa da producdo de lipases pelos quinze fungos
filamentosos selecionados foi possivel observar que os microrganismos que apresentaram
maior producdo de lipases foram aqueles que desenvolveram maior halo enzimético,
sendo os isolados QMIEACB8 com 3,7 cm, QCPCB3 com 4,65 cm, QBPS232 com 3,5 cm e
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QBPL233 com 3,5 cm (Tabela 1). Os halos enziméticos foram identificados pela formacéo
de uma zona clara ao redor da colbnia fungica resultante da acidificacdo do meio pela
liberacédo de acidos graxos, contra a coloragéo rosa no restante do meio, obtido através da
solugdo reveladora.

A analise qualitativa da producgéo de lipases em meio de cultura sélido é de extrema
importancia para o estudo inicial de microrganismos produtores de enzimas devido a
sua facilidade de execugéo e por ndo exigir muitos reagentes e aparelhos, tornando o
procedimento pouco oneroso.

A andlise qualitativa da produgéo de lipases em meio de cultura sélido pode ser
observada em demais trabalhos na literatura. Os resultados obtidos com o presente estudo
podem ser comparados com os resultados observados por Rocha et al. (2021), onde foi
analisado a produc¢éo qualitativa de lipases de nove fungos filamentosos oriundos da casca
e do 6leo de macauba, onde foi possivel verificar que os melhores produtores qualitativos de
lipases foram os isolados identificados como ARO1, ARO2 e ARC3, os quais apresentaram
raios enzimaticos de 0,43 cm, 0,30 cm e 0,27 cm, respectivamente, sendo estes inferiores
aos halos enzimaticos obtidos no presente trabalho.

Fungos Raio Micelial (cm) Raio enzimatico (cm)
1Q522B 0,10 0,50
2QBD32 0,70 1,00
2QBD35 1,00 1,50
QBPL233 2,50 3,50
QBPS122 0,50 1,00
QBPS232 3,00 3,50
QCPCB3 0,97 4,65
QCPCCA 2,00 2,23
QCPCCB 1,59 2,33
QMEAB26 1,50 2,93
QMEABCS8 1,70 2,68
QMEACBS8 0,58 3,70
QMEALC3 1,88 2,68
QMEALC7 1,50 2,63
2QLD35 0,80 1,50

Tabela 1 — Raios miceliais e halos enzimaticos em centimetros dos quinze fungos filamentosos
analisados.

Fonte: Proprio autor.

Spencer et al. (2020) também avaliou a produg¢é@o qualitativa de lipases de fungos
filamentosos em meio de cultura solido préprio para lipases, sendo estudados vinte fungos
filamentosos isolados de diversas fontes e os melhores produtores qualitativos foram
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isolados de folha de jabuticaba (identificados como PJ12 e PJ4), bagaco de cana-de-
acucar (identificado como 3.2TA) e casca de arvore (identificado como M1.7.1), onde os
halos enzimaticos foram de 0,39 cm, 0,24 cm, 0,92 cm e 0,31 cm, para as cepas PJ12, PJ4,
3.2TA e M1.7.1, respectivamente. Assim, os halos enziméticos obtidos foram inferiores aos
observados em nosso estudo.

Ja Costa et al. (2020) analisou a produgéo qualitativa de lipases de vinte e um fungos
filamentosos isolados de diversas fontes, onde os melhores produtores foram isolados de
solo (A4) e casca de arvore (M1.1), apresentando halos enzimaticos de 0,5 cm e 0,3 cm,
respectivamente, sendo estes resultados também inferiores aos observados no presente
trabalho.

Por sua vez, foram selecionados os quatro fungos filamentosos que obtiveram halo
enzimatico igual e superior a 3,5 cm, sendo os identificados como QCPCB3, QMEACBS,
QBPS232 e QBPL233, os mesmos foram cultivados em meio submerso contendo 6leo de
soja como fonte de carbono.

Ao analisar a produgédo quantitativa, pode-se visualizar que o fungo com maior
atividade foi o isolado identificado por QBPL233 com atividade lipolitica de 3,615 U.mL",
seguido do QMEACBS8 com 3,481 U.mL"' e QCPCB3 com 3,420 U.mL".

Fungos Proteina (mg.mL") Atividade lipolitica (U.mL")
QBPL233 0,348 3,615

QBPS232 0,122 2,937

QCPCB3 0,073 3,420
QMEACBS8 0,104 3,481

Tabela 2 — Determinacéo da atividade de lipases e da quantidade de proteinas a partir de fungos
filamentosos cultivados a 30°C em meio de cultura submerso contendo 6leo de soja como fonte de
carbono.

Fonte: Préprio autor.

O presente trabalho promoveu resultados superiores aos observados no estudo
de Facchini et al. (2016), onde vinte e um fungos foram submetidos ao cultivo em meio
de cultivo submerso SR (RIZZATTI et al., 2001) contendo glicose e azeite como fontes
de carbono, e as lipases foram quantificadas a partir da hidrélise do pNPP. Constatando
que os melhores produtores foram as cepas Aspergillus phoenicis, Fusarium oxysporum
e Fusarium verticillioides, com atividades lipoliticas de 0,724 U.mL", 0,410 U.mL"", 0,450
U.mL" e 1,800 U.mL", respectivamente.

A partir das analises realizadas, pode-se constatar que os fungos em nosso estudo
possuiram potencial de producdo de lipases, sendo de suma importancia a otimizagcao
do cultivo desses isolados visando aumento da producéo lipolitica e futura aplicagéo
biotecnoldgica.
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41 CONCLUSAO

Uma vez que o interesse por lipases torna-se crescente dentro da industria devido ao
grande potencial de aplicabilidade, € de extrema importancia a busca por boas fontes produtoras
dessa enzima. Por meio da triagem qualitativa foi possivel determinar que as linhagens
provenientes de amostras de queijo maturado artesanal com maior potencial de producao
de lipases foram os isolados identificados por QMEACBS8, QCPCB3, QBPS232 e QBPL233.
Esses microrganismos foram cultivados em meio submerso e verificou-se que a maior atividade
enzimatica foi obtida pelo isolado QBPL233. Nesse sentido, o fungo em questdo demonstrou
ser um promissor produtor de lipases em um meio de cultivo pouco oneroso, revelando o
potencial de aplicacdo dos microrganismos e das lipases em processos biotecnolégicos.
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