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RESUMO: Este trabalho objetivou o cultivo dos fungos Aspergillus niger e Penicillium sp.
inoculados em meio contendo vinhaca. Apos o cultivo os fungos foram submetidos a extragdo lipidica
utilizando Soxhlet com diferentes tipos de solventes, temperatura e tempo pré-determinados no
experimento. Até o presente momento foi realizado o isolamento do fungo Aspergillus niger e
Aspergillus flavus que fard parte do experimento a partir de agora. Ainda ndo foi possivel isolar o
Penicillium sp, ficando, assim, para a segunda fase do experimento. Tanto o Aspergillus niger quanto
o0 flavus foram submetidos ao cultivo na presenca de vinhaca. O A. niger obteve um bom crescimento
na presenca de vinhaga, ao passo que o A. flavus ¢ melhor cultivado em meio tradicional. O fungo
Aspergillus niger vem se mostrando promissor na extracdo de lipidio, quando o solvente usado ¢ o
acetato de etila, onde rendeu 18,8% de lipidios até o momento.
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Aspergillus niger and Penicillium sp. culture with use of vinasse and extraction of lipids
for future biodiesel production.

ABSTRACT: This work aimed at the cultivation of fungi Aspergillus niger and Penicillium sp.
inoculated in medium containing vinasse. After the cultivation the fungi were submitted to lipid
extraction using Soxhlet with different types of solvents, temperature and time predetermined in the
experiment. So far the isolation of the fungus Aspergillus niger and Aspergillus flavus has been
carried out, which will be part of the experiment from now on. It was not possible to isolate
Penicillium sp, thus, to the second phase of the experiment. Both Aspergillus niger and flavus were
cultured in the presence of vinasse. A. niger showed good growth in the presence of vinasse, whereas
A. flavus is best grown in traditional medium. The Aspergillus niger fungus has been shown to be
promising in lipid extraction, when the solvent used is ethyl acetate, where 1,0654 g dry matter
yielded 18.8% lipids so far.
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INTRODUCAO

Na ultraestrutura de reserva dos fungos, ha o armazenamento de energia e de translocacdo de
nutrientes derivados de acucares comuns como glicose, onde podemos encontrar os lipidios
(EPOSITO, 2010). Estes lipidios sdo utilizados como matéria-prima para producdo de biodiesel,
considerado uma alternativa para a demanda energética da sociedade moderna (ENCTI, 2016).

Para que o metabolismo microbiano funcione, é necessaria uma fonte de carbono. Sendo
assim, a vinhaga serd utilizada pois se adequa as necessidades dos fungos (CAZETTA et al., 2005).

O Aspergillus niger e o Penicillium sp. realizam 50% de sintese de gordura em relagdo ao peso do
micélio seco. Por sua vez o Aspergillus flavus, possui a caracteristica de ser um saprofito capaz de
resistir em residuos agroindustriais (RODRIGUES, et al., 2014; TORTORA et al., 2012).

A eficiéncia da extragdo de lipidios estd diretamente ligada ao pré-tratamento. A técnica
utilizada foi a Bead Mill (JARENKOW et al., 2014). Depois de realizado o pré-tratamento, a massa
resultante encontra-se pronta para a extragdo. A técnica utilizada foi a Soxhlet (JARENKOW et al.,
2014).



Com base nestas informagdes, o trabalho tem como objetivo cultivar as espécies de fungos
citadas, em meio tradicional e meio contendo vinhaga, para a producao de lipidios e a extragdo destes
utilizando diferentes solventes para que, no futuro, possam ser utilizados como matéria-prima na
produgdo de biodiesel.

MATERIAL E METODOS

- Cultivo dos fungos em 4gar batata dextrose, caldo nutriente e vinhaca

Foi preparado agar batata dextrose (PDA) e realizada a semeadura dos fungos que foram
incubados em estufa B.O.D mantida a 38,5°C por 7 dias. Foram preparados os seguintes cultivos: duas
placas para Aspergillus niger, duas placas para Aspergillus flavus ¢ duas placas de Penicillium sp.

Foram preparados frascos com caldo nutriente e inoculados: dois frascos para Aspergillus niger
e dois frascos para Aspergillus flavus a partir das placas. Apds a crescimento do fungo nas placas,
foram colhidas a maior quantidade de amostra contida em cada placa de Petri e passadas para a
vinhaga. O crescimento dos fungos foi testado em 100 ml de caldo + 100 ml de vinhaga, para que
houvesse adaptacdao deste na vinhaga. Logo depois foram testados na vinhaga pura para avaliacdo do
seu crescimento.

- Obtencdo da massa seca

Como os fungos cresceram no caldo, foi necessaria uma filtragao a vacuo. A biomassa de fungo
foi seca em estufa a 105°C por 15h. Apods secagem o material foi macerado e triturado para a obtengao
do pé.

- Pré-Tratamento para extracao

O pré-tratamento foi realizado com a técnica de Bead Mill (JARENKOW et al., 2014), onde a
massa seca (p6) foi colocada dentro de um tubo de ensaio. Para cada 1g de massa fungica adicionou-se
3 ml de 4gua destilada e algumas pérolas de vidro. Essa mistura foi agitada por 10 min em agitador
vortex , filtrado e seco na estufa por 10h a 100°C(JARENKOW et al., 2014).

- Extragdo de lipidios

O método de extragao foi o Soxhlet (JARENKOW et al., 2014), onde utilizou-se 100 ml de cada
solvente ¢ 0,1 g da massa seca pré-tratada, os solventes utilizados foram: acetato de etila, hexano,
cloroformio e diclorometano com metanol (9:1). A extragdo ocorreu por um tempo de 3 h. Apds a
extra¢ao os solventes foram recuperados por roto-vaporagao e secos em estufa a 75°C por 2h para a
retirada total do solvente. O teor de lipideos foi determinado utilizando o céalculo de diferenca de
massa, por meio da formula: T= (X.100)/0,1000 onde, T ¢ o teor de lipideo e X € (peso inicial — peso
final).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Até o momento foi trabalhado com as duas espécies de Aspergillus. Na Figura 1A e 1B estdo
apresentados o Aspergillus niger ¢ o Aspergillus flavus, respectivamente.

O fungo Aspergillus niger desenvolvido no caldo nutriente gerou para cada 200 ml de caldo
uma massa seca de 1,0654 g (Figura 1C) que, quando extraidas no Soxhlet (Figura 1D) rendeu 18,8 %
de lipidio com acetato de etila (1); 3,6 % com hexano (2); 17,7 % com cloroférmio (3) e 12,1 % com
dicloro metano com metanol(4).

O Aspergillus niger cultivado na mistura caldo + vinhaga, apresentou uma boa quantidade de
massa quando comparada com o cultivo feito somente em caldo, sendo para cada 100 ml de caldo +
100ml de vinha¢a uma massa de 0,8700g. (Figura 1E). Por sua vez, ndo apresentou crescimento
favoravel na vinhaga pura (Figura 1F).

O Aspergillus flavus cultivado na mistura caldo + vinhaga ndo apresentou um crescimento
favoravel (Figura 1G), enquanto que na vinhaca pura houve um melhor desenvolvimento (Figura 1F).
Porém, seu apice de desenvolvimento foi no caldo nutriente (Figura 1J), que, para cada 100 ml de
caldo gerou 0.9098g.

Durante a obtencdo da massa seca, o 4. flavus apresentou dificuldades, onde boa parte da
amostra ficou retida no papel de filtro (Figura 1I) ¢ mesmo com a maceragdo a amostra nao se
converteu totalmente em pd, o que dificultou o pré-tratamento. Ja o A. niger apresenta forma de po
logo que tirado da estufa (Figura 1L).



Figura 1- Extragao de lipidio dos fungos Aspergillus niger e Aspergillus flavus. A- colénias isoladas do fungo
Aspergillus niger. B- colonias isoladas do fungo Aspergillus flavus. C- Cultivo de Aspergillus niger em caldo nutriente. D- Amostras
contendo o lipidios apés a técnica do Sohxlet. E- Cultivo de Aspergillus niger em meio contendo 100 ml de vinhaga + 100 ml de caldo
nutriente. F- Cultivo de Asperillus flavus em meio contendo 100 ml de vinhaga + 100 ml de caldo nutriente. G- Cultivo de Aspergillus flavus
em meio contendo vinhaca pura. H- Cultivo de Aspergillus flavus em meio contendo caldo nutriente. I- Perda de amostra para o papel de
filtro de Aspergillus flavus. J- Obtengdo do p6 da amostra de Aspergillus flavus. L- Aspergillus niger apds obten¢do da massa seca (po). M-
Microcultivo de Aspergillus nuger.

CONCLUSOES

Foi possivel o cultivo dos fungos em meio contendo vinhaga assim como a extragdo dos lipidios
com as devidas técnicas. O Aspergillus niger obteve maior producdo em relagao ao flavus.
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