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RESUMO

Os fungos desempenham um importante papel na natureza como decompositores
de matéria organica, além disso, sdo excelentes produtores de enzimas, comumente
utilizadas por industrias para produgdo de medicamentos, bebidas, alimentos e
controle bioldgico. Assim este trabalho teve como objetivo avaliar cinco metodologias
diferentes, sendo trés metodologias de lipases, uma de protease e uma de quitinase
para avaliacdo de produgdo enzimatica com quatro géneros de fungos provenientes
do solo do Bioma Pampa, Acremoniun sp., Aspergillus sp., Fusarium sp. e
Penicillium sp. Os experimentos desse trabalho foram realizados no Laboratério de
Microbiologia Didatico da Universidade do Vale do Taquari - Univates, Lajeado, RS.
De acordo com as metodologias empregadas para avaliagdo enzimatica, os meios
de cultura foram preparados e distribuidos em placas de Petri. Logo apds a
solidificagdo dos meios, os isolados fungicos foram inoculados em quatro pontos das
placas e incubados em estufa a temperatura de 25C° a 30C° por um periodo de 3 a
10 dias, conforme a metodologia para avaliagdo da formagdo de halos de
degradacao ou precipitagdo em torno das colbnias. Todos os quatro géneros de
fungos produziram uma ou mais das trés enzimas testadas, lipase, protease ou
quitinase. Acremonium sp. apresentou resultados positivos para as trés
metodologias de lipase e para metodologia de protease, Aspergillus sp. apresentou
resultado positivo somente para uma das metodologias de lipase, Fusarium sp.
apresentou positividade somente para a metodologia protease, Penicillium sp.
apresentou resultados positivos para as trés metodologias de lipase e para
metodologia de quitinase. Concluiu-se que os fungos Acremonium sp. e Penicillium
sp. foram os dois géneros que mais apresentaram atividade enzimatica nas
metodologias avaliadas.

Palavras — chaves: Acremonium. Enzimas. Fungos Filamentosos. Penicillium



ABSTRACT

Fungi play an important role in the nature as decomposers of organic matter, besides
they are excellent enzyme producers and are commonly used to produce medicine,
drinks, food and biological control. This study aims to test five different
methodologies, three being lipase methodologies, one being a protease and one
being a quitinase methodology for evaluating the enzymatic production of four genus
of fungi from the soil of the Pampa Biome, Acremoniun sp., Aspergillus sp., Fusarium
sp. e Penicillium sp.. The experiments of this study were performed in the Didactic
Laboratory of Microbiology of the University of the Taquari Valley, Univates, Lajeado,
RS. According to the applied methodologies for enzymatic evaluation the culture
medium were prepared and distributed in petri dishes. After the solidification of the
medium the isolated fungi were inoculated in four posts of the dishes and incubated
in oven in 25°C to 30°C for 3 to 10 days, according to the methodology for evaluation
of the formation of degradation or precipitation halo around the colonies. All the four
genus produced one or more of the three tested enzymes, lipase, protease or
quitinase. Acremonium sp. showed positive results for the three lipase methodologies
and for the protease methodology, Aspergillus sp. was positive only for the lipase
methodology 2, Fusarium sp. was positive only for the protease methodology,
Penicillium sp. was positive for the three lipase methodologies and the quitinase
methodology. The conclusion was that the genus Acremonium sp. and Penicillium sp.
were the ones that showed the most enzymatic activity.

Keywords: Acremonium. Enzymes. Fillamentary Fungi. Penicillium.
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1 INTRODUGAO

Os fungos sao encontrados nos mais diversos ambientes, sdo amplamente
diversificados em tamanhos, formas, cores, habitos e habitats. Sdo extremamente
importantes na natureza como decompositores de matéria organica, podem ser
utilizados para producdo e fabricacdo de alimentos, medicamentos, producio
enzimatica e controle biolégico de pragas (ESPOSITO; AZEVEDO, 2010). Assim,
cada Bioma possui uma diversidade fungica especifica, principalmente em solos,

que caracterizam a composigao do ambiente.

Segundo Bolbrini et al. (2010), o Estado do Rio Grande do Sul possui uma
grande variedade de classes de solos, devido a ampla riqueza de condi¢des
geologicas e geomorfolégicas encontradas no Estado, principalmente dentro do
Bioma Pampa. Bioma este, que no Brasil restringe-se ao Estado do Rio Grande do
Sul, cobrindo a metade sul do territério gaucho (BOLRINI et al., 2010).

Segundo alguns estudos sobre o Bioma Pampa, a biodiversidade microbiana
fungica é muito grande, mas infelizmente sabe- se pouco sobre o assunto (LUPATINI
et al., 2013), este fato, mostra a importancia de trabalhos como este para ampliar as

possibilidades na biotecnologia.

Este trabalho avaliou a producédo de enzimas, lipase, protease e quitinase de
quatro géneros de fungos, Acremonium sp., Aspergillus sp., Penicillium sp. e
Fusarium sp., provenientes do solo do Bioma Pampa do municipio de Pantano
Grande, RS.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar cinco metodologias diferentes de produgdo enzimatica, lipase,
protease e quitinase, para quatro géneros de fungos selecionados, Acremonium sp.,
Aspergillus sp., Penicillium sp. e Fusarium sp., provenientes do solo do Bioma

Pampa do municipio de Pantano Grande, RS.

2.2 Objetivos especificos
a) Avaliar trés metodologias diferentes de producdo enzimatica pra lipase, uma

para protease e uma para quitinase;

b) ldentificar os géneros com melhor produgao enzimatica.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Caracteristicas Gerais dos Fungos

Os fungos sdo seres eucariotos, podem ser unicelulares, ou pluricelulares,
microscopicos ou macroscopicos (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Um exemplo de
fungos unicelulares sdo as leveduras, e em grande parte os fungos sé&o
filamentosos, pluricelulares, que por sua vez, formam hifas septadas ou cenociticas
gue se ramificam (PUTZKE; PUZTKE, 1998).

Estes seres vivos sdo encontrados em diversos ambientes, sdo amplamente
diversificados em tamanhos, formas, cores, habitos e habitats. Reproduzem — se de
forma sexuada ou assexuada (ESPOSITO; AZEVEDO, 2010). A reproducéao
assexuadamente ocorre pela fragmentacdo de suas hifas ou pela formacao de
esporos produzidos por mitose e subsequente divisdo celular. Ja na reproducgao
sexuada, ocorre formacdo de esporos sexuais que passam por trés etapas,
plasmogamia, cariogamia e meiose (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Os fungos alimentam-se através da absorcdo, secretando enzimas
extracelulares que digerem o alimento. Em outros casos, o micélio emite haustorios
(TORTORA, 2013), sendo que essas estruturas sdo 6rgados de absor¢do que tem
sua origem nas hifas de fungos parasitas. Os haustérios penetram no hospedeiro e
absorvem o0s nutrientes através do envaginamento da membrana plasmatica
(PUTZKE; PUZTKE, 2004).

Sao organismos importantes na decomposicdo de matéria organica nos

ecossistemas, principalmente nas florestas, degradando madeira e devolvendo
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nutrientes ao ambiente (ESPOSITO; AZEVEDO, 2010). Além disso, alguns fungos
sdo utilizados pelas industrias farmacéuticas para produ¢cao de medicamentos como
a penicilina, e nas industrias alimenticias, para producao de bebidas fermentadas
como vinhos e cervejas, fabricacdo alguns tipos de queijos e paes e produgéao de
enzimas com grande interesse industrial. Industrias especializadas utilizam os
fungos como controle biolégico de pragas como no caso dos fungos Beauveria
bassiana (Balsamo) Vuillemin, Cordyceps barberi Giard e Metarhizium anisopliae
(Metsch.) Sorok para o controle da broca-da-cana (PINTO et al. 2006).

3.1.1 Acremoniun sp.

Segundo Braz et al. (2009), Acremonium sp. corresponde a saprobios do solo,
ou seja, sao decompositores de matéria organica do solo dispersos no meio
ambiente. Este género possui formacdo de fidlides diretamente do micélio e
separadas por um septo, com formagéo de conidios no topo da mesma, geralmente
agrupados (FIGURA 1), (FAIA, 2011).

Acremonium sp. ¢é utilizado dentro da biotecnologia por industrias
farmacéuticas para fabricagdo de medicamentos como o antibidtico cefalosporina,
(GERRA et al., 2011).
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Figura 1 - Na imagem Acremonium sp. crescido em meio de agar Sabouraud

Dextrose(A) e vista microscopica de conidios através do microcultivo (B)

Fonte: Projeto de Pesquisa Microbiologia em Sistema Ambientais Sustentaveis, 2018.

3.1.2 Aspergillus sp.

O Aspergillus sp. € o mais comum entre os fungos filamentosos, espécies
desse grupo sé&o encontrados por todo o globo, e nos mais diversos ambientes,
como agua, solo, ar, animais e plantas, possuem coloracdo variada, com tons de
verde, amarelo, cinza, marrom, preto e branco. Aspergillus sp. possui conidiéforo
nao septado e dilatado, no topo possui vesicula, onde se formam fidlides (FIGURA
2) (FAIA, 2011).

Aspergillus sp. € comumente utilizado para fabricagédo de queijos, pois auxilia
na coagulacédo da proteina caseina, pelas industrias cervejeiras, téxtil, papeleira, de
detergentes e pelas industrias de refrigerantes para produgdo de acido citrico
(GERRA et al., 2011).
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Figura 2 - Na imagem Aspergillus sp. crescido em meio de agar Sabouraud Dextrose

(A), e vista microscépica de conidiéforos através do microcultivo (B)

Fonte: Projeto de Pesquisa Microbiologia em Sistemas Ambientais Sustentaveis, 2018.

3.1.3 Fusarium sp.

O Fusarium sp. € muito diversificado podendo ocorrer sobre plantas e
algumas classes de animais. Esse género desenvolve-se muito bem em meios de
cultura, possui varias coloragdes que vao do amarelo, laranja, vermelho ou roxo
(ALVES, 1998).

Segundo Alves (1998), Fusarium sp. apresenta conidioforos espalhados ou
agregados, podendo ser grandes, curvados, septados, em formato de canoa
(FIGURA 3), ou ainda, ovoides ou cilindricos produzidos sobre fialides alongadas em

um tipo de muco ou secos.

O Fusarium sp. é utilizado principalmente para produgao enzimatica de
lipases (MAIA et al., 2001).
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Figura 3 - Na imagem Fusarium sp. crescido em meio de agar Sabouraud Dextrose

(A) e vista microscépica de conidiéforos através de microcultivo (B)

Fonte: Projeto de Pesquisa Microbiologia em Sistemas Ambientais Sustentaveis, 2018.

3.1.4 Penicillium sp.

7

Conforme Jesus et al. (1999), Penicillium sp. € considerado um género
universal de fungos. A maioria das espécies sao saprofitas e na maioria das vezes

sao encontradas no solo, vegetacdo em decomposicao, sementes e graos.

O Penicillium sp. possui conidiéforo verticilado, com formacgado de fialides
(FIGURA 4) (FAIA, 2011).

Penicillium sp. é utilizado para produgdo de medicamentos como a penicilina
e producao de alguns tipos de queijos com bolores, como camembert e roquefort. O
papel dos fungos na maturagao destes queijos esta relacionado com a produgéo de
enzimas como lipases e proteases, as quais irdo atuar sobre as proteinas e as
gorduras do queijo, garantindo assim aromas e sabores diferenciados e bem
caracteristicos. (CHAVES, 2006).
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Figura 4 - Na imagem Penicillium sp. crescido em meio de agar Sabouraud Dextrose

(A) e vista microscépica de conidioforo verticilado através de microcultivo (B)

Fonte: Projeto de Pesquisa Microbiologia em Sistemas Ambientais Sustentaveis, 2018.

3.2 Bioma Pampa

O Bioma Pampa abrange o territorio brasileiro, uruguaio e argentino. No
Brasil, restringe-se a metade sul do estado do Rio Grande do sul com distintas
formacgdes vegetacionais, tais como, campos, serras, planicies, morros rupestres e
coxilhas (BOLRINI et al., 2010).

O Bioma Pampa apresenta uma ampla variedade vegetal, animal e
microbiana, e possui uma das mais belas paisagens do estado (BOLRINI et al.,
2010), mas, infelizmente, pouco protegido. Nos ultimos anos, areas de Bioma
Pampa foram substituidas por plantacbes de espécies exdticas como Acacia spp.,

Eucalyptus spp. e Pinus spp. ou culturas de arroz e soja (PILLAR et al., 2009).

O Bioma Pampa apresenta um amplo patriménio natural, genético e cultural
de importancia nacional e global. Também é neste bioma que se encontra a maior
parte do aquifero Guarani. (BOLRINI et al., 2010).
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Os poucos estudos referentes a este bioma indicam que apesar da sua
grande biodiversidade € o bioma menos conhecido, principalmente em relagéo a

biodiversidade de microrganismos fungicos (LUPATINI et al., 2013).

3.3 Enzimas

Enzimas s&o proteinas que atuam como catalisadores bioldgicos no
organismo dos seres vivos sejam eles, plantas ou animais (CAMPBELL, 2000).
Todas as enzimas sao proteinas, salvo um diminuto grupo de moléculas de RNA
cataliticas (NELSON; COX, 2014).

Para evitar maiores problemas com a nomenclatura das enzimas a Unido
Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular criou algumas regras de
classificagdo funcional sistematica e de nomenclatura, agora as enzimas s&o
nomeadas conforme a reagao quimica que catalisam, ou seja, 0 nome do substrato
mais terminacgao ase (VOET,; VOET; PRATT, 2002).

Para Sejas (2002), as enzimas fungicas sdo os produtos microbianos mais
utilizados na industria biotecnoldgica, industrias farmacéuticas com produgdo de
medicamentos, sendo muito utilizada no processamento e produgao de alimentos,

produgao de detergentes biologicos, industria téxtil e controle bioldgico.

3.4 Lipases

As enzimas lipases sao responsaveis pela quebra dos lipideos como dleos e
gorduras existentes na superficie de alguns seres vivos, para posterior
metabolizagdo pelos microrganismos (ALVES, 1998). As lipases sao glicerol éster
hidrolases que catalisam a quebra de ftriglicerideos em diglicerideos,

monoglicerideos glicerol e acidos graxos (CAMPBELL, 2000).

A lipase tem sua acgdo exclusivamente na interface lipideo-agua, e a
concentracdo de substrato € que determina a taxa de quebra. Animais, plantas e

microrganismos sao produtores eficientes de lipases, mas as de origem microbiana
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sdo as mais versateis e conseguem fazer um grande numero de reagdes, como

hidrdlise, esterificacdo e alcodlise (SEJAS, 2002).

As lipases apresentam grande relevancia médica, principalmente em relacéo
a arteriosclerose e a hiperlipidemia, uma vez que alguns produtos de sua atuacgao
tém papel crucial na regulagdo e no metabolismo celular (FAROOQUI et al. 1987).
Segundo Jaeger & Eggert, 2002, a lipase € uma enzima extremamente versatil,
sendo utilizadas em aplicagbes industriais, como na fabricagdo de laticinios,

industrias de couro e detergentes, produ¢do de cosméticos e farmacos.

3.5 Proteases

As proteases, além de estarem envolvidas nos processos de formagao e
germinacgao dos esporos, tém fungdes nutricionais importantes, sendo capazes de
hidrolisar as cadeias polipeptidicas em moléculas menores, que sido absorvidas
pelas células (ALVES, 1998).

As proteases podem ser divididas em dois grupos, exopeptidases que atuam
sobre ligagcbes peptidicas amino ou carboxiterminal, enquanto as endopeptidases
clivam ligagdes peptidicas internas nos peptideos. Além disso, as proteases podem

ser divididas em quatro classes diferentes:

a) Serinas proteinases que sao caracterizadas pela presenga de residuo de

serina no seu centro ativo, o qual é o sitio de ligagdo do substrato;

b) Cisteinas proteinases € um residuo essencial de cisteina responsavel pela

ligacdo ao substrato;

c) Proteinases asparticas possuem um ou dois residuos de asparticos no seu

centro ativo e tem participagao na catalise;

d) Metaloproteinases possuem ions metais, usualmente o zinco, em seu sitio
ativo (NORTH, 1982; KHAN e ROUFOGALIS, 1994).

As proteases de origem microbiana tém um papel muito importante, pois

podem atuar sobre diversos substratos especificos, podendo ser utilizadas em
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diversas areas da biotecnologia (BARATA et al., 2002). Além disso, tém importancia
comercial, 75%dessas proteases sdo usadas em detergentes, curtimento de couros

e processamento de alimentos como paes e queijos (PARIS, 2008).

3.6 Quitinases

A quitina € um componente encontrado na carapaca de crustaceos, insetos e
na parede celular de fungos, apesar da grande producao de residuos que contém
quitina, esse polimero é pouco utilizado, tanto na produg¢ao de alimentos para outras
espeécies animais quanto para purificacdo da quitina em uso em laboratérios
(BALDONI, 2016).

As quitinases, por sua vez, fazem a hidrélise da quitina, a qual é feita por um
sistema quitinolitico que envolve duas hidrolases (quitinase e quitobiase) que atuam
sequencialmente. As quitinases sdo produzidas em grande quantidade por fungos,

entretanto a producgao e diversidade variam entre as espécies (ALVES, 1998).

Essas enzimas possuem uma grande aplicabilidade no controle biolégico de

fungos fitopatogénicos e na industria farmacéutica (GALANTE, 2008).
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos desse trabalho foram realizados no Laboratério de
Microbiologia Didatico da Universidade do Vale do Taquari — Univates, Lajeado, RS.
Os isolados fungicos foram isolados de diferentes pontos do solo do municipio de
Pantano Grande, no Estado do Rio Grande do Sul, durante a execugdo do Projeto
de Pesquisa “Microbiologia em Sistemas Ambientais Sustentaveis” da Universidade
do Vale do Taquari - Univates, sendo os mesmos doados para realizagao deste

trabalho.

Os géneros selecionados estavam devidamente isolados. Foram realizadas
amostras em meio agar Sabouraud Dextrose de alguns destes isolados para serem
utilizados neste trabalho, depois de 7 dias em estufa a 27 C°, as amostras foram
preparadas para realizacdo de microcultivo, para devida identificagdo morfologica
dos mesmos. Apos a identificacdo a nivel de género, as amostras de interesse foram

utilizadas no experimento.

Para este trabalho foram testadas cinco metodologias diferentes de avaliagéao

enzimatica, trés lipases, enumeradas de 1 a 3, uma protease e uma quitinase.

Todas as cinco metodologias foram testadas para quatro géneros de fungos,
sendo eles, Acremonium sp., Aspergillus sp., Fusarium sp. e Penicillium sp. Os

testes foram realizados em triplicata.

A producao enzimatica foi evidenciada pela formacao de halos alaranjados ou
translucidos ao redor das colénias com a necessidade ou nao de solugao reveladora

para visualizagao, dependendo da metodologia.
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4.1 Lipase 1
Para a metodologia Lipase 1 foram utilizados os seguintes materiais

e 0,001% (m/v) Corante Rodamina;
e 1% (v/v) Oleo de oliva;

e 0,01% (v/v) Tween 80;

e 9,75g Agar Batata Dextrose;

e 250 ml Agua destilada;

Foram preparadas placas de Petri com o meio de cultura, depois de sdlido, os
esporos dos fungos crescidos em meio Agar Sabouraud foram inoculados em quatro
pontos nas placas e incubados a temperatura de 25°C, por um periodo de 5 dias. O
corante Rodamina foi utilizado para evidenciar a producédo de lipases no meio de

cultura.

A produgdo de lipase foi evidenciada pelo aparecimento de fluorescéncia
alaranjada quando as placas foram submetidas a irradiagdo com luz UV a 365 nm
(KOUKER; JAEGER, 1987).

4.2 Lipase 2
Para a metodologia Lipase 2 foram utilizados os seguintes materiais

e 2,5 ml Substrato Tween 20;

e 2,59 Peptona;

e 1,259 Cloreto de sodio;

e 0,025¢g Cloreto de calcio;

e 5g Agar Batata Dextrose;

e 250ml Agua destilada;

e pH6,0;

O Tween 20 foi esterilizado separadamente por 15 minutos a 1 atm. de

pressao e 2,5 ml adicionado a 250 ml de meio esterilizado e resfriado. Apos
distribuicdo em placas e solidificacédo do meio os esporos fungicos foram inoculados

em quatro pontos das placas e encubados em estufa por um periodo de 7 a 10 dias
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em uma temperatura de 28°C. A reagao enzimatica positiva para lipase foi formagao
de cristais de sal do calcio do acido laurico liberado pela enzima ou a formagao de
zonas claras em volta da colbnia em razdo da completa degradag¢ao do sal do acido
gorduroso, adaptado de (HANKIN, ANAGNOSTAKIS, 1975; FERNANDES, 2009).

4.3 Lipase 3

Para metodologia de Lipase 3, o meio de cultura para visualizagao da lipase
adaptado de (CRUZ, 1985; SEJAS, 2002), houve a necessidade de preparar uma

emulsao com o lipidio. A emulsdo e o meio foram preparados separadamente.
Preparo de emulséo:

e 0,25g margarina;
e 5g Agar Batata Dextrose;

e 25 ml Agua destilada.

Preparo do meio:

e 1,429 Peptona;
e 0,859 Extrato de carne;

e 225 ml Agua destilada.

Procedimento:

A emulsao foi misturada, esterilizada a 121 °C 1 atm., resfriada a 50°C e
agitada vigorosamente. O meio foi preparado e esterilizado a 121°C a 1atm.,
resfriado a aproximadamente 50°C e acrescentado 25 ml da emulsdo. Foram
agitados e distribuidos em placas de Petri, depois de sdlido os esporos fungicos
foram inoculados em quatro pontos das placas. A fungao enzimatica foi observada
ap6s 7 dias de incubacdo em estufa por aproximadamente 28°C, a atividade
enzimatica positiva ocorreu pela formagao de halos em torno das colénias (CRUZ,
1985; SEJAS, 2002).
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4.4 Protease 1
Para a metodologia Protease 1 foram utilizados os seguintes materiais

e 0,05 g Sulfato de Magnésio;

e 0,025 g Cloreto de Sadio;

e 0,1 g Extrato de Leveduras;

e 0,1 g Fosfato de Potassio Monobasico;
e 0,025 g Fosfato de Potéassio Dibasico;
e 3,759 Agar Bacteriol6gico;

e 4g Leite em P6 Desnatado;

e 250ml Agua destilada.

ApOs o preparo do meio, o mesmo foi esterilizado a 121 °C 1 atm. de presséo.
Em seguida, distribuido em placas de Petri, depois de soélido os esporos fungicos
foram inoculadas em 4 pontos das placas, e incubadas por 72 h a 27 °C em estufa. A
presenga dos halos transparentes foi verificada pelo uso de acido acético 5%,
adaptado de (OLIVEIRA et al., 2012).

4.5 Quitinase 1

Para a metodologia de avaliagdo de quitinase, a quitina foi preparada com

adaptagdes do que foi descrito no fluxograma proposto por Cruz (1985).
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Figura 5 - Fluxograma da extracao de quitina sem tratamento.

1Kg de cascas de camarao
Lavagem em agua corrente

Secagem do material em bandejas na estufa a aproximadamente 70°C/ 72h.

v

Fragmentagao das cascas secas com ajuda de liquidificador

V

Material passado em peneira 35 mesh

Distribuicdo em vidros de 200mL das fra¢des

Fonte: Cruz, 1985.

Para a metodologia Quitinase 1 foram utilizados os seguintes materiais

e 2g de quitina da casca de camarao;
e 0,195¢g de Nitrato de Amonia;
e 3,759 de Agar Batata Dextrose;

e 250ml agua destilada.

Os isolados foram colocados nas placas com o meio de cultura e incubados a
temperatura de 28 a 30°C por um periodo de 10 dias. A funcao enzimatica foi
observada pela formagéo de halos em torno das colbnias, adaptado de (CATTELAN,
1999).
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5 RESULTADOS

Dos quatro géneros de fungos testados nos experimentos, todos eles em
algum momento, apresentaram resultados positivos em uma ou mais metodologias

testadas. Ou seja, todos os quatro géneros produziram uma ou mais enzimas.

5.1 Lipases

As trés metodologias de lipases apresentaram resultados positivos com trés

dos quatro géneros de fungos testados, Acremonium, Aspergillus e Penicillium.

A Lipase 1 apresentou positivo para Acremonium e Penicillium, resultado
observado pela formacdo de halos alaranjados em torno das colénias de fungos
(FIGURA 6).
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Figura 6 - Presenca de halos alaranjados, evidenciando a atividade de lipase em

Penicillium sp. (A) e Acremonium sp. (B)

Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

A Lipase 2 apresentou positivos para Acremonium, Aspergillus e Penicillium,
os resultados foram observados pela formagao de halos translicidos em torno das
colénias de fungos (FIGURA 7).
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Figura 7 - Presenca de halos translucidos, evidenciando a atividade de lipase em

Aspergilus sp. (A), Acremonium sp. (B) e Penicillium sp. (C)

Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

A Lipase 3 apresentou positivos para Acremonium sp. e Penicillium sp., 0s
resultados foram observados pela formacdo de halos translicidos em torno das
colbénias de fungos (FIGURA 8).

Figura 8 - Presenca de halos translucidos, evidenciando a atividade de lipase em

Acremonium sp (A) e Penicillium sp. (B)

Fonte: Elaborado pela autora, 2018.
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5.2 Protease

A metodologia de protease apresentou positivos para Acremonium sp. e
Fusarium sp. Os resultados foram observados pela formagao de halos translucidos

em torno das col6nias (FIGURA 9).

Figura 9 - Presenca de halos translucidos, evidenciando a atividade de protease em
Acremonium sp (A) e Fusarium sp. (B)

Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

5.3 Quitinase

A metodologia de quitinase apresentou resultado positivo para Penicillium sp.
Os resultados foram observados pela formacédo de halos translucidos em torno das
colénias (FIGURA 10).



Figura 10 - Presenca de halos translucidos, evidenciando a atividade de quitinase

em Penicillium sp. (A) e (B)

Fonte: Elaborado pela autora, 2018.
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6 DISCUSSAO

Neste trabalho, os resultados obtidos com Penicillium sp. corroboram Pinto
(2003), que destaca a capacidade de produgdo enzimatica deste género,
principalmente producao de lipases e proteases. Esses resultados coincidem com os
de Lima (2003), onde ele relata varias espécies de Penicillium como grandes
produtoras de lipases. E como visto nos resultados deste experimento além da

producao de lipases houve producgao de quitinase.

Conforme descrito por Cuzzi et al. (2011), os isolados de Fusarium sp.
produziram principalmente lipases, neste trabalho o género nao apresentou
resultado positivo para lipase e sim, para protease, com a metodologia adaptada de
(OLIVEIRA et al., 2012).

O Acremonium sp. apresentou positividade para as trés metodologias de
lipases e para de protease, reafirmando o que Cuzzi, et al. (2011) relatou em seu

estudo.

Pinto (2003), destacou a eficiéncia do Aspergillus sp. na produgao de lipases
e proteases, mas como visto neste trabalho o género apresentou resultado positivo
para uma metodologia de lipase, a qual foi adaptada de (HANKIN, ANAGNOSTAKIS,
1975; FERNANDES, 2009).



31

7 CONCLUSAO

A partir das metodologias testadas conclui-se que todos os quatro géneros de
fungos utilizados para este trabalho apresentaram atividades enzimaticas positivas

para lipase, protease e quitinase.

O Acremonium sp. apresentou positivos para as trés metodologias de lipase e
para metodologia de protease, o Aspergillus sp. apresentou positivo somente para
metodologia lipase 2, Fusarium sp. apresentou positivo somente para a metodologia
protease, enquanto Penicillium sp. apresentou positivos para as trés metodologias

de lipase e para metodologia de quitinase.

Os géneros Acremonium sp. e Penicillium sp. foram os dois que mais

apresentaram atividade enzimatica entre os quatro géneros testados neste trabalho.
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