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RESUMO

O biodiesel (ésteres etilicos de acidos graxos) ndo produz 6xido de enxofre e minimiza em 1/3 a emissdo de
particulados em comparagdo com o 6leo diesel de petréleo, além de ser biodegradavel, e ndo exigir
modificacdo dos motores para sua utilizagdo, o que o credencia como substituto daquele, em todos os paises
do mundo. As lipases (triacilglicerol acil hidrolases, E.C. 3.1.1.3) sdo enzimas produzidas por animais, plantas
e microrganismos, que atuam na interface organica-aquosa catalisando as reacdes de hidrélise de
triglicerideos, porém, na presenca de baixas concentragdes de &gua catalisam reacBes de esterificacdo,
transesterificacdo ou interesterificacdo, o que as credenciam a um vasto leque de aplica¢Bes industriais. Como
alternativa tecnoldgica enzimatica na produgdo de biodiesel, sua utilizagdo ndo se encontra consolidada,
apesar do potencial quando se pretende, por exemplo, utilizar residuos oleosos do saneamento ambiental
(OGR), como matéria prima. O objetivo deste trabalho foi o isolamento de microrganismos com alto
potencial lipolitico, a partir de amostras ambientais, representadas por tecidos vegetais necrosados e insetos-
pragas de plantas, solo e residuos oleosos oriundos de atividades do saneamento (escumas de caixas de
gordura residencial e de restaurante e, escuma de caixa de gordura e lodo de esgoto sanitério, visando sua
utilizacdo em uma rota etandica enzimética para a geracdo de biodiesel a partir de residuos oleosos do
saneamento. Foi obtido um total de 113 isolados microbianos, com a utilizacdo dos meios de cultura MB e
MMOSg. Destes, os fungos filamentosos totalizaram 100 isolados, pertencentes aos géneros Alternaria,
Aspergillus, Beauveria,, Botrytis, Cladosporium, Colletotrichum, Fusarium, Geotrichum, Mucor, Penicillium,
Rhizomucor, Rhizopus, Trichoderma e Verticillium sp.  Outros treze (13) isolados foram de fungos
leveduriformes. Foi testado o crescimento e a atividade lipolitica no meio de cultura MMOSg, contendo 6leo
de soja comercial como Unica fonte de carbono. Caracteristicas dos géneros flngicos citados sdo apresentadas
de acordo com os resultados e, com as observacfes microscéopicas e descri¢bes da literatura.

PALAVRAS-CHAVE: Biodiesel, Transesterificacdo Enzimatica, Lipases, Residuos Oleosos do Saneamento,
Microrganismos, Isolamento.
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INTRODUCAO

O biodiesel (ésteres etilicos de acidos graxos) produzido a partir da transesterificacdo e/ou esterificacdo de
matérias primas oleosas, ndo produz 6xido de enxofre e minimiza em 1/3 a emissdo de particulados em
comparacao com o 0Oleo diesel obtido do petroleo, além de ser biodegradavel. Em funcéo destas e de outras
vantagens ambientais e, ao fato de ndo exigir modifica¢des dos motores movidos a diesel para a sua utilizagéo,
podendo ser misturado ao mesmo ou utilizado exclusivamente, o biodiesel é considerado como um substituto
para o Oleo diesel convencional, em todos os paises do mundo. Para a sua producdo ainda é mais utilizada a
catalise béasica, vantajosa sob o0s pontos de vista de rapidez reacional e rendimento do processo, mas
desvantajosa em funcdo da inconveniéncia para matéria prima 4cida e ou com teores elevados de &gua, bem
como pelos residuos do catalisador no final do processo, dificultando o aproveitamento do glicerol,
subproduto do processo de producéo.

As lipases (triacilglicerol acil hidrolases, E.C. 3.1.1.3) séo enzimas hidrolases triacilglicerdis produzidas por
animais, plantas e microrganismos, que atuam na interface organica-aquosa catalisando as reac6es de hidrolise
de triglicerideos, porém, na presenca de baixas concentracfes de &gua catalisam reacBes de esterificacéo,
transesterificacdo ou interesterificacdo, o que as tornam interessantes para uso industrial, com um vasto
histérico de aplicagdes. As de origem microbiana sdo as mais utilizadas industrialmente, por sua relativa
facilidade de producdo, sendo na maioria extracelulares, pela maior estabilidade & variagéo térmica e de pH,
pela alta especificidade em relagdo a certos acidos graxos e enéncioseletividade e, pela diversidade de
microrganismos capazes de sintetiza-las com potencial para exploracdo comercial. Como alternativa
tecnolégica enzimatica na producdo de biodiesel, sua utilizacdo ainda ndo se encontra devidamente
consolidada, apesar do seu potencial quando se pretende utilizar residuos oleosos e ou gordurosos (OGR) do
saneamento ambiental, como matéria prima, dada a elevada acidez, como no caso do 6leo de fritura, e a
presenca de elevados teores de agua que dificultam a catalise basica, no geral.

Lipases agem na interface e catalisam a hidrélise de gorduras e mono e diglicerideos em acidos graxos livres e
glicerol, com vantagens de obtencdo de produtos de alta qualidade e baixo consumo de energia. A principal
desvantagem do processo de hidrélise lipolitica é o custo da enzima e, além desta, no caso especifico da
geracdo de biodiesel, como catalisadoras da reacdo transesterificagdo, maior tempo necessario a reacdo e
menor rendimento do processo. Ha que se considerar porém, que lipases estdo envolvidas na reciclagem de
material orgéanico insolivel na natureza, e o uso de substratos alternativos para a producdo de meio ou
produtos de alto-valor constituem vantagem sobre 0s processos tradicionais. A reciclagem corresponde ao
que se conhece como “tecnologia limpa”, na qual materiais sdo sistematicamente usados e reusados para
tornar a produtividade uma atividade ambientalmente sustentavel.

A geracdo de novas lipases, com alta atividade sobre substratos especificos, como no caso de residuos oleosos
do saneamento ambiental (escuma de esgoto sanitario, escuma de caixas de gordura, e Oleo residual de
fritura), em quantidade suficiente para atender a uma continua demanda, impulsionam a pesquisa por novas
fontes destas enzimas, facilitada pela grande biodiversidade microbiana que dispomos no Pais. Bactérias e
fungos (filamentosos e leveduriformes), hiperprodutores de lipases, podem ser isolados de residuos industriais
ou domeésticos oleosos, de solos contaminados com dleos e graxas, de agua, e de plantas e animais vivos ou
mortos, como também de sementes de oleaginosas.

Em funcdo do que foi exposto, o objetivo deste trabalho foi o isolamento de microrganismos com alto
potencial lipolitico, a partir de amostras ambientais, representadas por tecidos vegetais necrosados e insetos-
pragas de plantas, solo e residuos oleosos oriundos de atividades do saneamento: escumas de caixas de
gordura residencial e de restaurante e, escuma de caixa de gordura e lodo de esgoto sanitario de um sistema
UASB-BF, pertencente & Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), visando sua utilizacdo em
processos hidroliticos de saneamento ambiental e, biocatalitico, em uma rota etandica enzimatica para a
geracao de biodiesel a partir de residuos oleosos do saneamento, em pesquisa no Departamento de Engenharia

Ambiental da UFES.

MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Microbiologia, vinculado ao Laboratério de Saneamento —
LABSAN, junto ao Departamento de Engenharia Ambiental do Centro Tecnolégico da Universidade Federal
do Espirito Santo (CT-UFES), localizada em Vitoria, ES. Para garantir condigdes estéreis de crescimento dos
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microrganismos, a agua, 0s meios de cultura e/ou substratos, vidrarias e utensilios laboratoriais foram
esterilizados em autoclave a 121°C (Autoclave vertical BIOENG, mod. A75, Ind.Brasileira), durante 20 min,
ou estufa de esterilizacdo a 180°C por 2 horas (Estufa de Secagem e Esterilizagdo Fisher Scientific), apds
devidamente acondicionados. As pesagens de reagentes e meios de cultura foram efetuados em balanca de
precisdo (marca SCIENTECH). Os isolados microbianos foram mantidos armazenados a temperatura de 5°C,
em tubos de cultura com o0 meio BDA (batata-dextrose-agar) conforme Menezes&Assis (2004).

ISOLAMENTO A PARTIR DE TECIDOS VEGETAIS NECROSADOS E DE INSETOS-PRAGAS DE PLANTAS

Para a obtencdo de microrganismos procedeu-se o isolamento a partir de tecidos vegetais necrosados, por
atividade fitopatogénica, de frutos de banana, limdo, mamédo, manga e de folhas de oiti, e também de insetos-
pragas (formiga salva, lagarta da goiabeira, lagarta do cartucho do milho, moleque da bananeira, gorgulho-
do-milho, broca-do-cafeeiro, cigarrinha da cana-de-aclcar e de pastagens). Foi utilizado o meio de cultura
BDA (batata-dextrose-agar), com o pH corrigido para 6,0 usando NaOH 0,1 M. O método foi o de isolamento
direto, descrito por Menezes&Assis (2004), com modificagdes, que consistiu na transferéncia de esporos
presentes na superficie do tecido vegetal necrosado ou dos insetos-pragas mortos, para placas de Petri
contendo 20 ml do meio BDA, acrescido de 1 mg de sulfato de estreptomicina e 1 mg de cloranfenicol, para
evitar o desenvolvimento de bactérias e actinomicetos, em condigdes assépticas (Capela de Fluxo Laminar
Vertical, marca CONFORS). A transferéncia de esporos dos fungos ocorreu com utilizacdo de alca de
repicagem descartavel, ou com auxilio de um estilete flambado, usando o método de esgotamento em estrias
(Tortora, 2005). As placas foram incubadas durante 96 horas, a temperatura de 28°C, no escuro. Apds este
periodo as coldnias, com tipos morfoldgicos diferentes, foram repicadas, sucessivamente, para placas com 0s
meios MB e MMOSg (reacionais para atividade lipolitica extra e intracelular, descritos adiante), também com
esgotamento em estrias até o completo isolamento, sendo entdo, os isolados fungicos obtidos, repicados para
tubos de cultura com o meio BDA e armazenados a 5 °C.

ISOLAMENTO A PARTIR DO SOLO E DE RESIDUOS OLEOSOS DO SANEAMENTO

No caso da obtencdo de microrganismos a partir do solo, 0s isolamentos ocorreram a partir de uma amostra
coletada em uma area de pomar de mangueiras, localizada na Universidade Federal do Espirito Santo (UFES),
em Vitdria, ES. No caso da obtencdo a partir de residuos oleosos do saneamento, foram utilizados como
fontes: lodo e escuma de esgoto sanitério, coletados na ETE-UFES (UASB-BF), e também escuma de uma
caixa de gordura do Restaurante Universitario desta Universidade. Foi também utilizada a escuma de uma
caixa de gordura residencial, pertencente a um condominio de apartamentos localizado em Vila Velha-ES.

Inicialmente procedeu-se o enriquecimento microbiano do residuo oleoso. Para tal foi tomada uma aliquota de
10 ml do residuo e transferida para um frasco erlenmyer de 250 ml, contendo 50 ml de meio minimo,
acrescidos de 10% de dleo de soja (Liza). O frasco foi incubado em agitador rotativo (CERTOMAT MO,
B.Braun Biotech International) a 30 °C, 120 rpm, por 96 horas. Para o isolamento dos fungos, na sequéncia,
foram utilizados os meios de cultura reacionais MB (Meio Basal) e MMOSg (Meio Minimo + Oleo de Soja +
Rhodamina-B), de acordo com com Hankin& Anagnostakis (1975) e Semionato (2006), com modificagdes na
composi¢do e nos procedimentos. O meio MB foi assim constituido (g/L): peptona — 10, NaCl - 5, CaCl, -
0,1, Agar — 15, e 1000 ml de agua destilada, tendo o pH sido corrigido para 6,0, com NaOH 0,1 M. Como
substrato lipidico foi utilizado o sorbitol monolaurato (Tween 80), autoclavado em separado, e acrescentado
na propor¢do de 1%. Também acrescentados ao MB foram 50 mg de sulfato de estreptomicina e 50 mg de
cloranfenicol, ap6s resfriamento do meio para 45°C, antes de ser vertido nas placas de Petri. O MMOSg, teve,
por sua vez, a composicdo por 1000 ml de 4gua destilada, assim definida: (NH,), SO,, 5,0 g; KH,PO,, 0,9 g;
NaCl, 1,0 g; MgSO,. 7H,0, 0,3; Na,HPO,, 6,2 g; solucdo de micronutrientes, 1 ml; e, gar, 15 g. O pH inicial
foi de 6,5 (tampéo fosfato 0,1 M). A solucdo de micronutrientes apresentou a seguinte composicéo, por 1000
ml: FeClz. 6H,0, 2000 mg; ZnCl,, 50 mg; CuCl,. 2H,0, 30 mg; MnCl,. 2H,0, 500 mg; (NHz)s.M070,4
4H,0, 50 mg; AICl;, 50 mg; CoCls. 6H,0, 2000 mg; e, HCI (concentrado), 1 ml. A solu¢do foi agitada em
agitador magnético (Thermolyne, Cimarec 3) por 20 minutos e transferida para frascos erlenmeyers de 1000
para autoclavagem por 20 minutos a 120 °C, seguindo-se 0 seu armazenamento a 5°C, para posteriores
utilizagbes. De forma equivalente a0 MB foram acrescentados os mesmos antibidticos. Além destes, a este
meio de cultura foi acrescentado o corante indicador Rodamina B (C.I. 45170 — Synth, Brasil) na concentragao
a 10mg/mL do meio de cultura e, o dleo de soja (Liza) na concentracdo de 10 % (v/v). Previamente o 6leo de
soja foi emulsificado com Tween 80, na concentracdo de 0,1 % acrescentado de 1 ml de agua esterilizada, sob
agitacdo em vortex (VORTEX MIXER, model VVS-1300V, Vision Scientific CO. Ltda, Korea), por 5 minutos.
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Para o isolamento foi retirada 1 g de cada residuo oleoso previamente enriquecido, ao qual foram adicionados
100 ml de agua destilada esterilizada e o frasco agitado manualmente por 1 minuto, para diluicdo e suspenséao
do conteldo, e deixado em repouso por 5 minutos. Do sobrenadante foi coletada uma aliquota de 0,1 ml e
transferida para a superficie de uma placa de Petri, contendo 20 ml do meio de cultura MB ou MMOSR,
solidificado, procedendo-se conforme o método de esgotamento por estrias (Tortora, 2005). Foram utilizadas
seis placas para cada residuo, trés para cada meio de cultura, que foram incubadas a 28°C, por 96 horas, em
condic¢des de escuro, em estufa incubadora (DBO — Biotec BT424). As colbnias fungicas que apresentavam,
no seu contorno, decorrido este periodo, um “halo opaco” (no meio MB) ou uma coloracdo “laranja
fluorescente” (no meio MMOS) observada diretamente na biomassa, sob radiacdo UV, com comprimento de
onda de 354 nm (Spectroline model EA — 160, EUA), foram repicadas sucessivamente, para placas de Petri
com 0 mesmo meio de cultura, até o completo isolamento e purificacdo. Os isolados obtidos foram repicados
para tubos de cultura com o meio BDA e armazenados a 5°C.

CRESCIMENTO E IDENTIFICAGAO DOS MICRORGANISMOS COM ATIVIDADE LIPOLITICA

Todos os isolados de fungos filamentosos obtidos a partir da amostras ambientais, que apresentaram atividade
lipolitca detectada nos meios de cultura MB e ou MMOSg foram caracterizados quanto ao crescimento no
segundo meio de cultura e, quanto a morfologia das colonias, sendo identificados ao nivel de género, de acordo
com Barnet&Hunter (1986) e Barnett et. al. (2000). Ja os isolados de fungos leveduriformes, com atividade
lipolitica detectada, foram somente caracterizados ao nivel de crescimento no meio de cultura MMOSR , que
contem 6leo de soja como Unica fonte de carbono.

Para quantificar o crescimento, em camara de fluxo laminar, o meio MMOS; foi distribuido em placas de
Petri (100 mm x 10 mm), cerca de 20 ml por placa. Apds a solidificacdo a placa foi inoculada no seu ponto
central. Foi utilizado delineamento experimental inteiramente casualizado, com triplicata para cada isolado
analisado, representada por trés placas de Petri. A incubagdo foi por 96 horas a temperatura de 28 °C, em
condicdes de escuro, e as medi¢Bes das colbnias ocorreram decorridas 96 horas de incubacéo, utilizando régua
milimetrada. Nesta ocasido foi também foi confirmada a presenca da coloracdo “laranja fluorescente”,
mostrada na Figura 1c, indicando atividade lipolitica intracelular, sob radiacdo UV, com comprimento de onda
de 354 nm (Spectroline model EA — 160, EUA).

RESULTADOS

Foram obtidos113 isolados microbianos, sendo que destes, 100 isolados corresponderam a fungos filamentosos
pertencentes aos géneros Alternaria, Aspergillus, Beauveria,, Botrytis, Cladosporium, Colletotrichum,
Fusarium, Geotrichum, Mucor, Penicillium, Rhizomucor, Rhizopus, Trichoderma e Verticillium sp. Outros
treze (13) isolados foram de fungos leveduriformes. Todos os isolados foram caracterizados quanto ao
crescimento e a atividade lipolitica em dois meios de cultura sélidos (MB e MMOSg), conforme mostrado na
Figura 1 e Tabela 1. Caracteristicas destes géneros flngicos sao apresentadas de acordo com observacdes
microscopicas e descricdes da literatura (Barnet&Hunter, 1986 e Barnett et. al., 2000), na Tabela 2.

Figura 1: a) Microrganismos enriquecidos nos residuos oleosos do saneamento; b e c) Crescimento e
reagdes apresentadas pelos microrganismos nos meios de cultura MB e MMOSg , respectivamente; d)
microrganismos repicados para tubos de cultura; e) armazenamento dos tubos de cultura com
microrganismos a 5°C.

Frascos erlenmyers contendo a biomassa microbiana produzida nos residuos oleosos do saneamento, ao final
do processo de enriquecimento, podem ser vistos na Figura la. Nas Figuras 1b e 1c, sdo mostradas as
biomassas microbianas produzidas nos meios de cultura s6lidos MB e MMOSg  respectivamente. A Figura 1e
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mostra 0s microrganismos ja transferidos para o meio de cultura BDA, inclinado em tubos de cultura, para o
armazenamento a temperatura de 5°C, em geladeira, conforme visto na Figura le. Tal forma de
armazenamento é usual em laboratérios de microbiologia e permite a manutencdo de culturas fungicas e
bacterianas durante alguns meses, devido a reducdo do seu metabolismo. Com a exaustdo e dessecamento do
meio de cultura é necesséria nova repicagem para novos tubos com o meio BDA para a continuidade do
armazenamento das culturas microbianas (Tortora, 2005).

O halo opaco observado na Figura 1 b, em torno da biomassa microbiana, € um indicativo de atividade lipasica
extracelular, e decorre da formagdo, no meio MB, de cristais de célcio do &cido laurico, liberado pela acéo da
lipase e pela completa degradacgdo dos sais de lipidio (Hankin& Anagnostakis, 1975). A coloracdo “laranja
fluorescente” observada na propria biomassa microbiana no meio de cultura MMOSg (Figura 1c) indica
atividade enzimatica intracelular, conforme Haba et. al. (2000).

Tabela 1: Classificacdo e caracteristicas dos isolados microbianos quanto a procedéncia, ao crescimento
e a atividade lipolitica nos meios de cultura soélidos: meio basico (MB) e meio minimo + 6leo de soja +
rodamina-B (MMOSR), desconsiderados aqueles que ndo apresentaram reacdes em ambos 0s meios.

Crescimento

Classificacao genérica/ Reacdo | Reacéo

(N° de isolados) Isolado Procedéncia em(mnl\]/l)(BSR em MB | MMOSk
Aspergillus (5) F92 Caixa de gordura do RU-UFES ** + -
F31 Caixa de gordura do RU-UFES ** + -
F68 Caixa de gordura do RU-UFES 32,3 - +
F79 Fruto de mamoeiro *x + -
F81 Caixa de gordura do RU-UFES 44,0 + +
Beauveria (25) F9 Formiga salva 45 + +
F35 Lagarta do cartucho do milho 6,5 + +
F36 Broca do cafeeiro 7,8 + +
F37 Broca do cafeeiro 7,8 + +
F38 Broca do cafeeiro 5,0 + +
F39 Broca do cafeeiro 6,7 + +
F40 Broca do cafeeiro 9,3 + +
Fa1 Broca do cafeeiro 58 + +
F42 Broca do cafeeiro 7.3 + +
F43 Broca do cafeeiro 5,8 + +
Fa4 Broca do cafeeiro 52 + +
F45 Broca do cafeeiro 3,8 + +
F46 Broca do cafeeiro 58 + +
Fa7 Broca do cafeeiro 58 + +
F48 Broca do cafeeiro 4,8 + +
F49 Broca do cafeeiro 55 + +
F50 Broca do cafeeiro 58 + +
F51 Broca do cafeeiro 55 + +
F52 Broca do cafeeiro 7,5 + +
F53 Broca do cafeeiro 7,2 + +
F54 Broca do cafeeiro 55 - +
F55 Broca do cafeeiro 53 - +
F56 Broca do cafeeiro 6,7 - +
F59 Moleque da bananeira 7,0 - +
F60 Cigarrinha de pastagem 8,7 - +
F61 Cigarrinha da cana de agucar 78 - +
Botrytis (2) F104 Caixa de gordura residencial 8,0 + +
F105 Caixa de gordura residencial 14,0 - +
Cladosporium (4) F27 Fruto de bananeira i + -
F28 Fruto de bananeira *k + -
F76 Fruto de mamoeiro 6,7 + +
Fo8 Fruto de mamoeiro 6,0 + +
Colletotrichum (6) F64 Fruto de mangueira el + -
F65 Fruto de mangueira 10,7 + +
F66 Fruto de mamoeiro x + -
F71 Fruto de mamoeiro *x + -
F26 Fruto de bananeira *k + -
F72 Folhas de oiti 13,2 + +
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Tabela 1: continuacao.

Crescimento

Classificacao genérica/ Reacdo | Reacéo

(N° de isolados) Isolado Procedéncia em(mnl\]/l)(BSR em MB | MMOSk
Fusarium (6) F10 Caule de bananeira 18,8 - +
F67 Fruto de mamoeiro 36,8 - +
F74 Fruto de mamoeiro 42,2 - +
F75 Fruto de mamoeiro faled + -
F84 Solo de pomar de mangueira 7,3 - +
F103 Caixa de gordura residencial 27,0 - +
Geotrichum (3) F96 Caixa de gordura do RU-UFES 19,5 + +
Fo7 Caixa de gordura do RU-UFES 16,3 - +
F99 Caixa de gordura do RU-UFES 13,8 - +
Penicillium (10) F15 Caixa de gordura do RU-UFES w* + -
F2 Caixa de gordura do RU-UFES ** + -
F6 Caixa de gordura do RU-UFES ** + -
F22 Caixa de gordura do RU-UFES ** + -
F29 Fruto de bananeira 7,3 - +
F62 Fruto de bananeira 9,3 - +
F69 Caixa de gordura do RU-UFES 7,0 - +
F83 Solo de pomar de mangueira 10,5 - +
F102 Caixa de gordura residencial 6,0 + +
F110 Caixa de gordura residencial el + -
Rhizomucor (5) F12 Escuma de esgoto sanitario 38,7 - +
F18 Caixa de gordura do RU-UFES 59,5 - +
F19 Caixa de gordura do RU-UFES 34,3 - +
F106 Caixa de gordura residencial 56,0 - +
F113 Caixa de gordura do RU-UFES 35,7 - +
Verticillium (1) F7 Escuma de esgoto sanitario 3,0 + +
Levedura (9) F23 Lodo de esgoto sanitario 4,2 - +
F34 Fruto de bananeira 3,7 + +
F57 Fruto de bananeira 10,7 + +
F77 Fruto de bananeira 6,0 + +
F80 Fruto de mamoeiro 3,0 + +
F82 Fruto de mamoeiro 13,7 - +
F107 Caixa de gordura residencial 7,5 + +
F108 Caixa de gordura residencial ** + -
F111 Caixa de gordura residencial 5,5 + +

* Média de triplicatas e leitura com 96 horas de incubagdo a 28 °C e escuro.
** |nexisténcia de crescimento e ou biomassa rala e pouco perceptivel, dificultando a medi¢éo da colénia.

Tem sido relativamente comum o isolamento de microrganismos lipoliticos a partir de vérias fontes, como o
solo, &gua, residuos oleosos industriais e do saneamento, e de alimentos, ou outras ambientais (Andretta et.
al., 2007; Colen, 2006; Semionato, 2006; Dartora et. al., 2005; Feitosa et. al, 2003; Ko et. al, 2005;
Shukla&Gupta; 2007, Pimentel, 1996). No entanto, o isolamento a partir de amostras de insetos-pragas de
plantas, afetados por microrganismos entomopatdgenos e, de tecidos vegetais necrosados pelo ataque de
microrganismos fitopatogénicos, pouco tem sido citado, apesar de véarios pesquisadores utilizarem nos seus
testes tais microrganismos a partir de Cole¢fes de Microrganismos mantidos por inimeras Instituicdes em
todo o mundo, como no caso de Colen (2006).

Em relacéo aos fungos filamentosos lipoliticos, os géneros aos quais pertencem os isolados que apresentaram
atividade lipolitica detectada neste trabalho, sdo compativeis com os citados na literatura como maiores
produtores de lipases, inclusive ja produzidas e comercializadas, com inUmeras aplicacGes industriais.
Excecdo, no entanto, fazemos em relagcdo a Cladosporium, Botrytis e Verticillium, com raras ou nenhuma
citacdo na literatura, como no caso deste Gltimo.

Dentre os fungos filamentosos podem-se citar algumas espécies que vem sendo mais investigadas por varios
pesquisadores, citados por Pimentel (1996) e Colen (2006): Fusarium solani, Penicillium restrictum,
Penicillium citrinum, Penicillium chrysogenum, Gliocladium viride, Fusarium lateritium, Rhizopus arrhizus,
Rhizopus oligosporus, Aspergillus niger, Candida rugosa, Yarrowia lipolytica, Rhizomucor pusillus e
Rhizopus rhizopodiformis.  Algumas das espécies melhores produtoras pertencem aos géneros Geotrichum,
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Penicillium, Aspergillus e Rhizomucor. Sobre a produgdo de lipases por fungos fitopatogénicos e
entomopatogénicos, embora existam relatos, ainda sdo poucos. Podem ser citados em relagdo aos primeiros
Fusarium oxysporum fsp. vasinfectum , Alternaria brassicicola, Fusarium solani e Colletotrichum
gloeosporioides. Quanto aos segundos, Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae (Silva et al., 2005).

Colen (2006) avaliou a capacidade de producdo de lipase por 73 cepas fungicas, 14 obtidas de colecdes de
cultura e 59 isoladas de amostras do solo do cerrado de Minas Gerais, com 0 emprego de técnicas de
enriquecimento seletivo. O isolamento e selecdo primaria foram realizados em meio de cultura contendo agar,
emulsdo de 6leo de oliva, sais biliares e nutrientes. As coldnias lipoliticas foram detectadas pela presenga no
meio opaco de uma zona clara ao redor delas. Vinte e uma cepas foram avaliadas como produtoras em
potencial e a capacidade de producdo determinada em condi¢es de cultivo submerso e cultivo em estado
solido (selecdo secundéria). Apenas 7 delas foram selecionadas como boas produtoras. A cepa melhor
produtora, foi identificada como Colletotrichum gloeosporioides. Isolados deste fungo também foram por nds
obtidos e confirmaram o seu potencial lipolitico neste trabalho, porém em etapas subsequientes mostraram-se
inferiores a alguns isolados fungicos de outras espécies, embora com boa atividade lipolitica comprovada
inclusive em meio liquido.

Ko et.al. (2005), utilizaram um meio seletivo para o isolamento de bactérias, actinomicetos e fungos de um
solo agricola. O meio foi adicionado de 0,1% de 6leo de girassol emulsificado com 0,01% de Tween 80. O
maior nuimero de isolados lipoliticos obtidos foi de actinomicetos, seguidos por bactérias e fungos.
Geralmente, pequeno porcentual de bactérias do solo apresentaram atividade lipolitica, se comparadas aos
dois outros grupos de microrganismos.

Haba et al.(1999) isolaram 47 cepas de bactérias, sendo que 40 apresentaram atividade lipolitica, utilizando o
teste de rodamina B. Cepas de Pseudomonas sp.; Bacillus sp.; Candida sp.; Rhodococcus sp. e Staphylococcus
sp. degradaram o6leos de oliva e de girassol. Afirmaram que Pseudomonas sp. sdo as melhores produtoras da
lipase, especialmente P. aeruginosa.

Semionato (2006) isolou 27 cepas de bactérias provenientes de amostras retiradas da escuma dos dispositivos
de remocdo de gordura (ETE - UFES), as quais resultaram numa selegdo de 19 cepas de bactérias lipoliticas,
quando submetidas ao teste de Rodamina B.

O teste de rodamina B detecta a presenca de lipase extracelular de microrganismo lipolitico com sensibilidade
minima de atividade lipolitica de 0,002 U/mg por proteina (Jette&Ziomek, 1994). A elevada sensibilidade do
teste detecta atividade lipolitica mesmo em microrganismos que apresentam baixa producdo de lipase
extracelular (Haba et al., 2000; Kouker & Jaeger, 1986). Em seu relato, estes pesquisadores observaram que a
variacdo do tempo de incubacdo do teste é decorrente do tempo de crescimento de cada espécie de bactéria.
No caso de varios géneros de bactérias (Pseudomonas, Bacillus, Candida, Rhodococcus, Staphylococcus e
Serratia), o teste de rodamina B variou entre 24 e 72 horas a 30°C.

Em nosso trabalho, cujos isolados obtidos foram fungicos, 0 meio minimo mais 10 % de 6leo de soja,
acrescido de rodamina-B (que denominamos MMOSg ) propiciou 6tima deteccdo de atividade lipolitica
intracelular ap6s 48 e, principalmente, 96 horas de incubacdo a 30°C, com o a tipica coloracdo “laranja
fluorescente”, visualizada sob radiacdo ultravioleta, ocorrendo diretamente na biomassa, sem que, no entanto,
pudesse ser visualizado halo, com estas caracteristicas, em torno da colnia. Ja 0 meio MB, proposto por
Hankin& Anagnostakis (1975), propiciou 6tima deteccdo da atividade lipolitica extracelular, confirmando
varios relatos em que os autores obtiveram bons resultados com a utilizacdo deste método (Andretta et.al.,
2008; Dartora et.al., 2005).

Neste trabalho este meio de cultura MB foi preparado com o Tween 80, em substituicdo ao Tween 20,
originalmente utilizado. A concentragdo em &gar também foi modificada deixando de ser utilizada 20 g.L" e
sim 17 g. L™, o que parece ter facilitado a difusdo das lipases produzidas e, consequentemente, a reacio que
leva a formacdo de cristais de calcio do acido laurico, visivel como um halo opaco, que confirma a atividade
lipolitica extracelular do microrganismo. Também foram utilizados antibiéticos (sulfato de estreptomicina e
cloranfenicol), aumentando a eficiéncia do processo, por evitar contaminacGes bacterianas e por
actinomicetos, sem nenhum comprometimento detectavel da expressdo da atividade lipolitica dos isolados
fngicos obtidos.
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O meio de cultura MMOSg também teve acrescido os antibioticos e, sua utilizagcdo com o propésito especifico
de isolamento de fungos filamentosos e leveduriformes, com a composicdo que propusemos e utilizamos,
parece nao ter precedentes na literatura.

Tabela 2: Géneros de fungos filamentosos cujos isolados apresentaram atividade lipolitica detectada nos
meios MB e ou MMOSR e suas caracteristicas morfologicas de acordo com Barnet et. al. (1986).

Género fungico Caracteristicas morfologicas Desenho
Colbnias de coloracdo amarela esverdeada e amarela i
amarronzada, micélio septado, conidioforos livres, conidios _

Aspergillus globosos e unicelulares, formados em cadeia, sobre columela,

conidiogénse  blastica  fialidica.  Fungo  mitospdrico,
decompositor e ou fitopatdgeno. .

Coldnias de coloracdo branca e ou ligeiramente creme, %
cotonosa em flocos, micélio septado, conidioforos livres, 0 o
Beauveria conidios hialinos, globosos e unicelulares, acropleurégenos, {)}
conidiogénese blastica simpodial. Fungo mitospdrico, y
decompositor e ou entomopatégeno. \th/
Colbnias de coloracdo cinza a amarronzada, micélio septado; gf%p,
] conidioforos livres, conidios limoniformes; conidiogénese @
Botrytis blastica sincrénica. Fungo mitospdrico, decompositor e ou A PR
fitopatogeno. |
Colonias de coloragéo cinza escuro a esverdeadas; micélio 'i|-1 ;f
Cladosporium sept,aQO; conldlofo,ro_s I|vres_; _conldlf)genese bléstica acr(?p_etal, '”"T e
conidios amerospdricos, didimosporicos ou fragmosporicos. Iw‘;"

Fungo mitospdrico decompositor e ou fitopatdgeno.
Colonias de coloragdo branca a branca acinzentada ou in
esverdeada; micélio septado; conididforos tipo acérvulo com a K
Colletotrichum presenca de setas negras; conidios amerospdricos em forma de g \
salsicha ou bastonetes. Fungos mitospéricos, decompositores e
ou fitopatdgenos.
Colbnias de coloracdo branco amareladas, amarronzadas e ou
roseas, micélio septado; conidiéforo tipo esporodoquio;
Fusarium macroconidios fusiformes e fragmospdricos; microconidos
elipticos ou em forma de bastonetes, amerosporicos, ambos
hialinos. Fungo mitospérico, decompositor e ou fitopatégeno.
Colbdnias de coloragdo branca a creme, micélio septado e com \ /
caracteristicas leveduriformes; conidiéforos livres; conidios L
Geotrichum com posicdo acrogena, unicelulares, retangulares e
catenulados; conidiogénsese blastica. Fungo mitosporico,
decompositor e ou fitopatdgeno.
Coldnias de coloragdo verde a verde acinzentadas ou azuladas; I-.':-U{J ;
micélio septado, conidiéforos livres; conidiogénese blastica VY ¥
Penicillium sp. fialidica, conidios catenulados, globoosos, ovais ou elipticos '
Fungo mitosporico, decompositor e ou fitopatogénico.

Colbnias com coloracdo branco a amarronzada, cotonosa, L e
micélio  cenocitico, rizides e estoldes pobremente .
desenvolvidos,  esporangios  globosos e  acr6genos ;

Rhizomucor sp. esporangiosporos globosos e destituidos de flagelos, esporo de

resisténcia tipo zigosporo. Fungo zigomiceto, decompositor e L cor

ou fitopatdgeno.

Colbnias de coloragdo branca e cotonosas; micélio septado; -1
Verticillium sp. cgni_diéforo vertic_iladoi _conl'dios unipelulares, 'eliptic,os e : *

hialinos. Fungo mitosporico decompositor e ou fitopatégeno £

ou entomopatdgeno.
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Foram obtidos 52 isolados com atividade lipolitica extracelular e 61 com atividade intracelular, dentre os 113
totais. Destes, 35 isolados apresentaram os dois tipos de atividade lipolitica. Portanto, 78 isolados flngicos
passaram a etapa subseqiiente de nossa pesquisa, na qual se procedeu uma selecdo mais acurada, utilizando
dois meios de cultura sélidos, e procedeu-se a quantificacdo do crescimento e dos indices enzimaticos (IE)
respectivos. Esta etapa foi relatada através de outro artigo.

Desconhecemos relatos anteriores de trabalhos visando ao isolamento e avaliacdo de fungos filamentosos e ou
leveduriformes a partir de amostras ambientais com a finalidade precipua de sua utilizagdo direta ou indireta
em processos biocataliticos de transesterificacdo etandlica visando a produgdo de biodiesel, a partir da
utilizacéo de residuos oleosos do saneamento. S&o, no entanto, abundantes os relatos destas pesquisas visando
processos hidroliticos e ou biocataliticos aplicados a varias outros propésitos tecnoldgicos e ou industriais,
com muitas lipases ja produzidas industrialmente e comercializadas em todo o mundo, conforme ja
mencionamos anteriormente, inclusive voltados para o saneamento ambiental.

CONCLUSOES

Os materiais e métodos utilizados permitiram a obtencdo de isolados microbianos com potencial lipolitico
extra e intracelular, a partir das amostras ambientais utilizadas, evidenciando-os através das reacdes
apresentadas nos meios de cultura afins, permitindo uma pré-selecdo, importante quando se parte de um
grande numero de isolados, em busca dos melhores, de forma viavel técnico-cientifica e econdémica.

Os isolados obtidos de amostras ambientais, que apresentaram atividade lipolitica extracelular, detectada no
meio de cultura MB corresponderam a aproximadamente 46% e, a intracelular no meio MMOSg, a
aproximadamente 54% do total de isolados microbianos (113). Destes, apresentam reagdo lipolitica detectada
em ambos os meios cerca de 31% dos isolados.

O meio de cultura MB, isoladamente, permitiu detectar de forma satisfatoria a atividade lipolitica extracelular
e 0 meio MMOSg , isoladamente, a atividade lipolitica intracelular, ambos de forma simples, rapida e
eficiente. O contrario ndo se verificou. Portanto, a utilizagdo dos métodos e meios reacionais em conjunto,
evitou que isolados microbianos fossem desconsiderados, quanto a atividade lipolitica extra e ou intracelular,
quando dela eram dotados, no processo de isolamento a partir das amostras ambientais.

Os 78 isolados microbianos pré-selecionados nesta pesquisa (69 de fungos filamentosos e 9 de leveduras),
foram avaliados em pesquisa subsequente, na qual se procedeu uma selecdo, utilizando os meios de cultura
MB e MMOSg, através da quantificagdo dos indices enzimaticos (IE) no primeiro e, do crescimento
microbiano em ambos.

O trabalho, considerado no seu conjunto, e em funcéo das metodologias propostas e com éxito utilizadas, bem
como por sua finalidade especifica, caracteriza-se por ndo apresentar precedentes na literatura, constituindo-
se, a0 nNosso entender em uma contribuigdo importante a area de saneamento ambiental e biocombustiveis.
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