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RESUMO

Dentre as enzimas visadas na área biotecnológica, a lipase se destaca devido a sua
grande aplicação em diferentes segmentos industriais. Objetivou-se realizar o isolamento de
fungos filamentosos da água do rio doce e do mar coletadas em Regência-Linhares/ES, e
analisar as características morfológicas e microscópicas, além de selecionar entre os fungos
isolados e  do banco de cepas do laboratório os promissores para a produção de lipase.
Foram isolados 17 fungos filamentosos com coloração e características distintas, observando
um halo de produção lipolítica de 1 cm em 96 h em 10 fungos, os quais foram selecionados
para testes de produção de lipase. Este trabalho possui bastante relevância, uma vez que a
coleta da água do Rio Doce e do mar em Regência-Linhares/ES ocorreu após o rompimento
da barragem do Fundão localizada em Bento Rodrigues – Mariana/MG, que provocou um
grande derramamento de rejeitos de uma mineradora sobre as águas do Rio Doce.

Palavras-chave: Fungos filamentosos, Enzimas, Lipase.

INTRODUÇÃO

As enzimas têm sido utilizadas nas indústrias como uma das possibilidades de tornar
os processos tecnológicos mais eficientes,  com altos rendimentos e sem grandes danos ao
meio ambiente. A indústria brasileira importa a maior parte das enzimas biocatalizadoras, o
que  tem despertado  um grande  interesse  por  buscar  novas  fontes,  dentre  elas,  os  micro-
organismos, que são os principais focos da era biotecnológica (SILVESTRE, 2013). 

Dentre  as enzimas microbianas,  as lipases têm assumido um lugar de destaque no
mercado de enzimas,  devido às diversas aplicações industriais,  entre elas,  na produção de
alimentos, detergentes (hidrólise de gorduras), cosméticos (remoção de lipídeos) e tratamento
de efluentes (decomposição e remoção de substâncias oleosas) (CAPUTO, 2012, LIMA et al.,
2014). Os fungos filamentosos são amplamente reconhecidos como sendo as melhores fontes
de  lipases,  especialmente  aos  pertencentes  aos  gêneros  Rhizopus,  Mucor,  Geotrichum,
Aspergillus,  Fusarium e  Penicillium  com  várias  patentes  de  aplicação  da  enzima
(CARDENAS et al., 2001; FERRER et al., 2000; SAVITHA et al., 2007).
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Dessa forma, esse trabalho objetivou realizar coleta da água do Rio Doce e do mar em
Regência-Linhares/ES  e  isolamento  de  fungos  filamentosos,  além  de  analisar  as
características  morfológicas  macroscópicas  e  microscópicas  dos  isolados,  e  de  selecionar
entre os fungos isolados e do banco de fungos do laboratório da UFVJM/IECT os promissores
para a produção de lipase.

MATERIAL E MÉTODOS

Os ensaios desse trabalho foram conduzidos no Laboratório de Biologia do Instituto de
Engenharia,  Ciência  e  Tecnologia  (IECT),  da  Universidade  Federal  dos  Vales  do
Jequitinhonha e Mucuri (UFVJM) campus Janaúba, Janaúba, Minas Gerais. Para a realização
da triagem dos fungos filamentosos produtores de lipase, 64 cepas foram analisadas, sendo 17
cepas isoladas da água do Rio Doce e do mar localizados em Regência, distrito de Linhares-
ES, e 47 cepas obtidas do banco de fungos filamentosos do laboratório de Biologia do IECT. 

As amostras coletadas, água do rio doce e água do mar, foram devidamente inoculadas
em placas de Petri contendo meio de cultura Sabouraud ISOFAR®, que foi utilizado durante
todo  o  processo  de  isolamento,  e  Estreptomicina  INLAB®,  para  inibir  o  crescimento  de
bactérias, visto que o foco do isolamento eram os fungos filamentosos. Esse procedimento foi
realizado dentro da capela, juntamente ao Bico de Bunsen. Por conseguinte, as placas foram
incubadas em estufa bacteriológica a 30°C. Conforme se observava o crescimento dos fungos
filamentosos,  esses  eram  isolados  em  novas  placas  de  Petri  contendo  meio  de  cultura
Sabouraud  2%  ISOFAR®.  O  isolamento  foi  realizado  de  acordo  com  observação
macroscópica quanto à textura, pigmentação, e coloração. Os fungos filamentosos isolados
foram mantidos  em meio  sólido  de  Aveia  (EMERSON,  1941),  e  em sílica  gel  segundo
metodologia descrita por Michelin (2009). 

A determinação da atividade enzimática da lipase seguiu a metodologia descrita por
Sierra (1957), a qual utiliza o meio de triagem composto por peptona 1%, cloreto de sódio
0,5%, cloreto de cálcio 0,01%, ágar bacteriológico 2% e Tween 20 1% como substrato, sendo
este esterilizado separadamente por 15 minutos,  a 1 atm, e adicionado, posteriormente,  ao
meio estéril e resfriado. Todos os 63 fungos filamentosos foram repicados e incubados em
estufa bacteriológica a 30°C, por 96 h. Em seguida, mediu-se o raio de crescimento (cm) e o
halo  enzimático  (cm)  para  os  fungos  que  apresentaram  algum  crescimento  e  atividade
lipolítica. A reação enzimática positiva para lipase foi determinada pela formação de zonas
claras em volta da colônia, não sendo necessária à adição de solução reveladora. 

Além da triagem, realizou-se o microcultivo dos micro-organismos isolados segundo a
técnica de Ridel (LACAZ, 1991) para análise das características microscópicas e posterior,
identificação dos mesmos. Para isso, montaram-se câmaras de microcultivo, que constituiu
em uma placa de Petri pequena contendo um papel filtro, uma lâmina posta sobre o papel.
Após a montagem das câmaras, elas foram submetidas ao processo de autoclavagem, a 120°C,
1 atm, por 20 min., a fim de esterilizá-las. Posteriormente, foi introduzido sobre a lâmina da
câmara  de  microcultivo  um  pedaço  de  meio  de  cultivo  Sabouraud  2%  ISOFAR®,  com
aproximadamente 10 mm de espessura. O micro-organismo foi inoculado sobre o meio e este
recoberto com a lamínula previamente autoclavada.  O papel filtro foi embebido com água
destilada  estéril,  a  fim  de  manter  a  umidade  evitando  o  ressecamento  do  meio  e
proporcionando um ambiente úmido, favorável para o crescimento do fungo filamentoso. A
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câmara foi incubada em estufa bacteriológica à 30°C, durante três dias. Após o crescimento
dos organismos, as lâminas foram levadas ao microscópio óptico para observação.

RESULTADOS E DISCUSSÕES

O isolamento foi feito em meio de cultivo sólido Sauboraud ISOFAR® incubados em
estufa bacteriológica a 30°C, sendo analisado o crescimento de fungos filamentosos a cada 24
h. Através destes resultados, pode-se observar que a partir da água do Rio Doce e do mar
localizados em Regência-Linhares/MG foram isolados 17 fungos filamentosos  sendo eles:
MB 1.1, MB 1.2, MB 1.4, MB 2.1, MB 2.2, MB 2.4, MB 2.5, MB 2.6 MB 2.7, MB 2.8, MB
2.9, MB 2.11, MB 2.12, MB 2.13A, MB 2.13 B, MB 2.14. 

Após o isolamento dos 17 micro-organismos, objetivou-se analisar as características
morfológicas dos isolados em relação à cor, fundo, textura e pigmentação, para um maior
conhecimento das colônias. Para isso, os fungos foram inoculados pontualmente ao centro da
placa de Petri, contendo meio de cultivo sólido Sauboraud ISOFAR®, sendo mantidos a 30oC,
em  estufa  bacteriológica,  durante  72  h.  Após  o  crescimento,  foram  analisadas  as
características de interesse. Em relação à cor a maioria apresentou coloração Branca (MB 1.2,
MB 1.3, Mb 1.4, MB 2.4, MB 2.7, MB 2.11, MB 2.12 e MB 13.A), os demais apresentaram
as seguintes cores: cinza (MB 1.1), amarelo (MB 2.2 e MB 2.2), alaranjado (MB 2.8), marrom
(MB 2.1 e MB 2.6), bege (MB 2.5) e rosé (MB 2.14). Os fungos MB 1.1 e MB 2.14 foram os
únicos que produziram pigmentação, sendo observado um pigmento de cor preta e amarelo
respectivamente. A respeito da textura foi possível observar fungos filamentosos com 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 camurça (MB 2.14).

Foram analisadas quanto à produção qualitativa de lipase, os fungos isolados da água
do Rio Doce e do mar  localizados em Regência-Linhares/MG e as cepas pertencentes  ao
banco de fungos filamentosos do Laboratório. Para isso, foram cultivados em meio de triagem
para lipase à 30°C por 96 h. Posteriormente, foi observado o aparecimento de uma zona clara
ao redor da colônia devido à degradação dos lipídeos em ácidos graxos, o que torna o meio de
triagem mais translúcido.  Tanto o raio de crescimento da colônia como o raio enzimático
foram determinados em cm. Os fungos filamentosos considerados como promissores para a
produção de lipase foram:  MB 2.1, MB 2.6, MB 2.13B, MB 2.14 e MB 2.7, que obtiveram
halo de produção lipolítica de 1,0 cm em 96 h, os quais foram isolados da água do rio Doce e
do  mar  em Resende-Linhares/ES.  Entre  as  cepas  do  banco  de  fungos  apenas  os  fungos
filamentosos BA 1 (1,0 cm), MT 2.1B (1,5 cm), MT 2.4 (1,3 cm), MT 2.5 (0,8 cm) e TA 3.7
(0,7 cm) foram consideradas promissoras com o halo de produção enzimática acima de 0,8
cm.

A partir da análise do microcultivo os fungos foram observados microscopicamente e
caracterizados em nível de gênero. Dentre os melhores produtores, observaram-se fungos dos
gêneros  Aspergillus  (MB 2.1,  MB 2.6,  MB 2.13B,  MT 2.1B,  MT 2.4,  TA 3.7  e  BA1),
Paecelomyces (MB 2.14),  Rhizopus  (MB 2.7) e  Penicillium MT 2.5. Segundo a literatura
várias espécies de micro-organismos possuem a capacidade de produzir a enzima lipase, os
fungos  filamentosos  são  reconhecidos  como  os  melhores  produtores,  sendo  as  espécies
pertencentes  aos  gêneros  Aspergillus,  Geotrichum,  Mucor,  Rhizomucor,  Rhizopus e
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Thermomyces consideradas  maiores  produtoras  de  lípase  (CARDENAS  et  al.,  2001;
OLIVEIRA, 2000). 

CONCLUSÕES

Um total  de  17  fungos  filamentosos  foi  isolado  da  água  do  Rio  Doce  e  do  mar
localizados  em  Regência-Linhares/MG  com  uma  ampla  diversidade  de  características
morfológicas macroscópicas. Os isolados MB 2.1, MB 2.6, MB 2.13B, MB 2.14 e MB 2.7 e
as cepas BA 1, MT 2.1B, MT 2.4, MT 2.5 e TA 3.7 exibem potencial como produtores de
lipase de interesse biotecnológico, os quais serão estudados mais profundadamente, uma vez
que há um especial  interesse de emprego de lipases microbianas para o processamento de
óleos  de gorduras  na indústria  farmacêutica,  alimentícia  e  de papel,  para biorremediação,
síntese de biodiesel e na síntese de compostos opticamente puros (BARBOSA et al., 2015). 
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