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RESUMO

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 hidrdlise de triglicerideos,
porém, na presenca de baixas concentragdes de 4gua catalisam reacdes de esterificacdo, transesterificagéo ou
interesterificacdo, o que as credenciam a um vasto leque de aplicagdes industriais. As lipases microbianas sao
as mais utilizadas por sua relativa facilidade de producdo, pois sdo extracelulares em sua maioria e pela
diversidade de microrganismos capazes de sintetiza-las. S&o mais interessantes devido a sua maior
estabilidade a altas temperaturas e amplas faixas de pH, alta especificidade em relacéo a certos acidos graxos e
enancio seletividade, quando comparadas a lipases de outras fontes. Porém o custo tem sido o fator mais
limitante & sua utilizacdo em escala comercial, e novas fontes microbianas destas enzimas e sua adequacdo a
processos industriais necessitam serem pesquisadas. Com este propdsito, em pesquisa anterior, partindo de
113 isolados microbianos, obtidos de amostras ambientais, foram pré-selecionados 78, sendo 69 de fungos
filamentosos, pertencentes aos géneros Aspergillus, Beauveria,, Botrytis, Cladosporium, Colletotrichum,
Fusarium, Geotrichum, Penicillium, Rhizomucor e Verticillium, e 9 de leveduras. O objetivo do presente
trabalho foi uma selecdo a partir dos 78 isolados pré-selecionados, utilizando MB e MMOSg, através da
quantificacdo dos indices enzimaticos (IE) no primeiro e, do crescimento microbiano em ambos, viabilizando
assim, novas pesquisas em busca da utilizacao de suas lipases ou biomassa lipolitica em processos hidroliticos
de saneamento ambiental e ou em uma rota etandica enzimética para a geracdo de biodiesel a partir de
residuos oleosos do saneamento. Foram selecionados 20 isolados, 16 em funcdo dos melhores IE (atividade
extracelular) apresentados no meio MB e, 4 em funcdo do melhor crescimento e resposta positiva ao teste de
rodamina-B (atividade intracelular) no meio MMOSg. Em pesquisa subseqiiente estes 20 isolados foram
testados quanto a atividade lipolitica especifica, em meio liquido, através de espectrofotometria UV.

PALAVRAS-CHAVE: Biodiesel, Transesterificacdo Enzimatica, Lipases, Microrganismos, Selecdo em
Meio Sélido Reacional.
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INTRODUCAO

As lipases (triacilglicerol acil hidrolases, E.C. 3.1.1.3) sdo hidrolases triacilglicerdis produzidas por animais,
plantas e microrganismos. Atuam na interface organica-aquosa catalisando as reacGes de hidrolise de
triglicerideos, porém, baixas concentracGes de agua podem ainda catalisar reagdes de esterificagdo,
transesterificacdo ou interesterificacdo, 0 que as tornaram de grande interesse industrial, com um vasto
historico de aplicagdes. Como alternativa tecnolégica enzimatica na producdo de biodiesel, sua utilizacdo
ainda ndo se encontra devidamente consolidada, apesar das vantagens, quando se pretende utilizar residuos
oleosos e ou gordurosos (OGR) de atividades de saneamento como matéria prima.

Os mecanismos através dos quais essas enzimas mediam reagdes de hidrélise ainda ndo sdo completamente
elucidados, mas considerando a grande disponibilidade e a alta estabilidade das lipases extracelulares
provenientes de microrganismos, elas tém um significante potencial para uso em biotecnologia. Sua producéo
é influenciada pelo pH, temperatura, agitacdo e composicdo do meio. O tipo de fontes de carbono e nitrogénio
pode afetar a biossintese enzimatica, e a presenca de compostos lipidicos e surfactantes tem mostrado o
aumento da producdo em alguns casos.

As lipases sdo encontradas na natureza em animais, vegetais e microrganismos. Recentemente, tem crescido
muito o interesse pelas lipases microbianas, devido principalmente a sua maior estabilidade e diversidade
quando comparadas a lipases de outras fontes. Assim, a descoberta de novas lipases, a partir da selecdo de
microrganismos, com caracteristicas desejaveis e interessantes (estabilidade a altas temperaturas e amplas
faixas de pH, alta especificidade em relacdo a certos &cidos graxos e enancio seletividade), pode abrir
promissoras perspectivas cientificas e comerciais.

Os microrganismos produtores de lipases podem ser isolados de residuos industriais e domésticos oleosos e/ou
gordurosos, de solos contaminados com 6leos e graxas, de plantas e animais vivos ou mortos, e de sementes
oleaginosas e sdo representados por fungos (filamentosos e leveduriformes) e por bactérias. Isolados, os
microrganismos devem passar por um processo de selecdo que permita, a partir de um nimero elevado de
isolados, destacar aqueles com maiores niveis de atividade enzimatica para etapas subsequentes de pesquisas
visando o seu aproveitamento tecnolégico e ou industrial.

Sob o ponto de vista industrial, os fungos sdo os preferidos como fontes de lipases, pois as enzimas
produzidas por eles geralmente sdo extracelulares, facilitando a sua extragcdo do meio fermentado e, também
por serem considerados microorganismos seguros, para aplicacdo na industria de alimentos, de bebidas e
industria farmacéutica, além daquelas vinculadas ao saneamento ambiental e geracéo de biocombustiveis.

Os fungos filamentosos, dentre os microrganismos, sdo amplamente reconhecidos como sendo as melhores
fontes de lipases, com varias patentes de aplicacdo da enzima tendo sido desenvolvidas, gerando ampla
producdo industrial. Lipases extracelulares sdo secretadas em quantidades significativas por algumas espécies
de fungos filamentosos, quando estes séo cultivados em condi¢des apropriadas, e sdo facilmente separadas da
massa micelial por filtracdo ou centrifugacdo. Apenas pequena quantidade de lipases tem sido encontrada
dentro ou aderida ao micélio. Algumas espécies que vem sendo mais investigadas sao citadas por Pimentel 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, sendo as melhores
produtoras pertencentes aos géneros Geotrichum, Penicillium, Aspergillus e Rhizomucor. Quanto a fungos
fitopatogénicos e entomopatogénicos os relatos sdo ainda poucos, podendo ser citados em relacdo aos
primeiros Fusarium oxysporum fsp. vasinfectum , Alternaria brassicicola, Fusarium solani e Colletotrichum
gloeosporioides; e aos segundos, Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae.

O objetivo do presente trabalho foi a selecdo qualitativa e quantitativa de isolados microbianos (fungos
filamentosos e leveduriformes) previamente obtidos a partir de amostras ambientais, em meios de cultura
s@lidos, reacionais para atividade lipolitica intra e extracelular, 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.
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MATERIAIS E METODOS

Os trabalhos foram conduzidos no Laboratério de Microbiologia, vinculado ao Laboratdrio de Saneamento —
LABSAN, junto ao Departamento de Engenharia Ambiental do Centro Tecnoldgico da Universidade Federal
do Espirito Santo (CT-UFES), localizada em Vitdria, ES.

Para garantir condicBes estéreis de crescimento dos microrganismos, a agua, 0s meios de cultura e/ou
substratos, vidrarias e utensilios laboratoriais foram esterilizados em autoclave a 121°C, durante 20 min, ou
estufa de esterilizagdo a 180°C por 2 horas, apds devidamente acondicionados. Os fungos filamentosos e
leveduriformes isolados foram mantidos armazenados a temperatura de 5 °C, em tubos de cultura com o0 meio
BDA (batata-dextrose-agar) conforme Menezes@Assis (2004). A recuperacdo se deu, sempre que necessaria,
repicando uma porg¢do da coldnia para o centro de placa de Petri com o0 meio de cultura BDA, seguindo-se
incubacdo a 28 °C, por 5 dias, em estufa incubadora (DBO — Biotec BT424).

Os isolados microbianos foram obtidos 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). No total foram avaliados 113 isolados, sendo 100 de fungos filamentosos
e 13 de fungos leveduriformes, conforme metodologias utilizadas por Hankin& Anagnostakis (1975) e por
Semionato (2006), para verificacdo das atividades lipoliticas extra e intracelulares de microrganismos, com
modifica¢bes na composicdo dos meios de cultura e na forma de avaliacdo.

Foram utilizados para os testes 0s meios de cultura reacionais MB (Meio Basal) e MMOSg (Meio Minimo +
Oleo de Soja + Rhodamina-B), de acordo com Hankin& Anagnostakis (1975) e Semionato (2006), com
modificagcbes na composicao 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 proporcdo de 1%. Também acrescentados ao MB foram 50 mg de sulfato de
streptomicina e 50 mg de cloranfenicol, apos resfriamento do meio para 45 °C, antes de ser vertido nas placas
de Petri. O MMOSgR, teve, por sua vez, a composi¢do por 1000 ml de &gua destilada, assim definida: (NH,),
S04, 5,0 g; KH,PO4, 0,9 g; NaCl, 1,0 g; MgS0,. 7H,0, 0,3; Na,HPQ,, 6,2 g; solucdo de micronutrientes, 1
ml; e, agar, 15 g. A solugdo de micronutrientes apresentou a seguinte composicao, por 1000 ml: FeCls. 6H,0,
2000 mg; ZnCl,, 50 mg; CuCl,. 2H,0, 30 mg; MnCl,. 2H,0, 500 mg; (NH4)s.M0;0,,4 .4H,0, 50 mg; AlCls,
50 mg; CoCls. 6H,0, 2000 mg; e, HCI (concentrado), 1 ml. A solugdo foi agitada em agitador magnético por
20 minutos e transferida para erlenmeyers de 1000 para autoclavagem por 20 minutos a 120 °C, seguindo-se o
seu armazenamento a 5 °C, para posteriores utilizacdes. De forma equivalente ao MB foram acrescentados os
mesmos antibioticos. Além destes, a este meio de cultura foi acrescentado o corante indicador Rodamina B
(C.1. 45170 - Synth, Brasil) na concentragdo a 10mg/mL do meio de cultura.

Na sequéncia dos procedimentos, em camara de fluxo laminar, o0 meio MB foi distribuido em placas de Petri
(100 mm x 10 mm), cerca de 20 ml por placa. Apo6s a solidificagdo do meio, por placa, foram transferidos trés
discos de cultura do fungo (5 mm de didmetro), distribuidos de forma triangular e distanciados cerca de 2 cm
do bordo da placa. Foi utilizado delineamento experimental inteiramente casualizado, com triplicatas para
cada isolado analisado, representada por tres colnias desenvolvidas na placa de Petri. A incubacéao foi por 96
horas a temperatura de 28 °C, em condigdes de escuro, e as medi¢des do “halo opaco” e das colbnias
ocorreram decorridas 96 horas, utilizando régua, conforme mostrado na Figura 1. Para a quantificacdo
padronizada da atividade lipolitica foi utilizada a equagdo descrita por Hankin& Anagnostakis (1975),
determinando-se o indice enzimético (IE), pela seguinte relacdo: IE = (didmetro da colénia/didametro da
colénia + halo) x 100, modificado para IE = [(didmetro da coldnia + halo)/didmetro da col6nia) -1] x 10, para
facilitar a analise e exposicédo grafica dos resultados.

No meio de cultura MMOSg , a inoculagdo ocorreu no ponto central da placa de Petri, e a verificagdo da
presenca da coloracdo “laranja fluorescente”, indicando atividade lipolitica intracelular, foi efetuada sob
radiacdo UV, com comprimento de onda de 354 nm (Spectroline model EA — 160, EUA). Foram utilizadas
triplicatas para cada isolado analisado, representadas por tres placas de Petri. As condi¢des e o tempo de
incubacdo, bem como as medic¢des do didmetro das colbnias ocorreram da mesma forma que para o0 meio MB.
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Figura 1: Esquema ilustrativo do processo de selecdo de microrganismos produtores de lipases extra e
intracelulares, nos meios de cultura MB e MMOSg.
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A anélise e os gréaficos estatisticos dos dados obtidos neste trabalho, foram efetuadas com a utilizagdo do
software “SPSS for Windows” versdo 11.5.0, pertencente ao Departamento de Estatistica da Universidade
Federal do Espirito Santo, Vitdria-ES.

RESULTADOS

Dos 78 isolados de microrganismos (69 de fungos filamentosos e 9 de leveduras), 52 apresentaram atividade
lipolitica extracelular, detectada pela reacdo positiva em meio de cultura MB, correspondente a presenca de um
halo opaco em torno da col6nia, confirmando o que ja havia sido verificado no processo de isolamento pré-
selecdo efetuado em pesquisa anterior, a partir das amostras ambientais. No meio MMOSg, pdde ser detectada
a atividade lipolitica intracelular, por parte de 61 isolados, que exibiram coloracdo “laranja fluorescente”
diretamente na biomassa produzida, encontrando-se 35 deles entre 0s que também apresentaram atividade
lipolitica extracelular (Tabela 1). Tais caracteristicas reacionais podem ser observadas na Figura 2, e 0s
resultados apresentaram-se também de acordo com o observado previamente na etapa de isolamento dos
microrganismos a partir de amostras ambientais.

Figura 2: a) Auséncia de atividade lipolitica extracelular apresentada por Fusarium sp em meio MB; b
e c) presenca de atividade lipolitica extracelular (halo opaco) apresentada por Colletotrichum
gloeosporioides e Cladosporium sp. em meio MB e; d) Presenca de atividade lipolitica apresentada por
Rhizomucor sp. em meio MMOSg . todos com 96 horas de incubagéo.

O halo opaco apresentado, que indica atividade lipolitica extracelular, é decorrente da formac&o de cristais de
calcio do &cido laurico, liberado pela acdo da enzima e pela completa degradacdo dos sais de lipidio, e a
fluorescéncia alaranjada decorre da presenga de cadeias longas de gliceridios ndo sollveis, produzidos pela
hidrdlise enzimatica (Hankin& Anagnostakis, 1975; Haba et. al. 2000).
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Tabela 1: Classificacdo e caracteristicas dos isolados fungicos quanto a procedéncia, ao crescimento de
coldnias e a atividade lipolitica apresentada nos meios de cultura reacionais: meio basico (MB) e meio
minimo + 6leo de soja + rodamina-B (MMOSg).

Colbdnia Reacio
Classificacao genérica/ Isolad Procedénci (mm) * Reacéo
(N° de isolados) sofado rocedencia em MB em
MB | MMOS, MMOSg
Aspergillus (5) F92 Caixa de gordura do RU-UFES 26,0 ** + -
F31 Caixa de gordura do RU-UFES 22,0 ** + -
F68 Caixa de gordura do RU-UFES 31,0 32,3 - +
F79 Fruto de mamoeiro 31,3 el + -
F81 Caixa de gordura do RU-UFES 35,3 44,0 + +
Beauveria (25) F9 Formiga sativa 14,8 45 + +
F35 Lagarta do cartucho do milho 30,2 6,5 + +
F36 Broca do cafeeiro 18,3 78 + +
F37 Broca do cafeeiro 18,3 7,8 + +
F38 Broca do cafeeiro 13,7 5,0 + +
F39 Broca do cafeeiro 16,7 6,7 + +
F40 Broca do cafeeiro 18,7 9,3 + +
Fa1 Broca do cafeeiro 13,8 5,8 + +
F42 Broca do cafeeiro 14,8 7,3 + +
F43 Broca do cafeeiro 15,5 5,8 + +
Fa4 Broca do cafeeiro 13,0 5,2 + +
F45 Broca do cafeeiro 9,3 3,8 + +
F46 Broca do cafeeiro 14,7 5,8 + +
Fa7 Broca do cafeeiro 14,3 5,8 + +
F48 Broca do cafeeiro 12,2 48 + +
F49 Broca do cafeeiro 14,7 55 + +
F50 Broca do cafeeiro 14,5 5,8 + +
F51 Broca do cafeeiro 14,8 55 + +
F52 Broca do cafeeiro 16,3 7,5 + +
F53 Broca do cafeeiro 15,8 7,2 + +
F54 Broca do cafeeiro 12,5 55 - +
F55 Broca do cafeeiro 16,2 5,3 +
F56 Broca do cafeeiro 16,7 6,7 - +
F59 Moleque da bananeira 16,5 7,0 - +
F60 Cigarrinha de pastagem 17,8 8,7 - +
F61 Cigarrinha da cana de agucar 18,0 78 - +
Botrytis (2) F104 Caixa de gordura residencial 13,3 8,0 + +
F105 Caixa de gordura residencial 39,5 14,0 - +
Cladosporium (4) F27 Fruto de bananeira 10,7 ** + -
F28 Fruto de bananeira 9,7 faied + -
F76 Fruto de mamoeiro 11,3 6,7 + +
F98 Fruto de mamoeiro 10,7 6,0 + +
Colletotrichum (6) F64 Fruto de mangueira 20,7 ok + -
F65 Fruto de mangueira 24,5 10,7 + +
F66 Fruto de mamoeiro 31,7 *ox +
F71 Fruto de mamoeiro 28,7 *x + -
F26 Fruto de bananeira 38,7 el + -
F72 Folhas de oiti 30,2 13,2 + +
Fusarium (6) F10 Caule de bananeira 44,7 18,8 - +
F67 Fruto de mamoeiro 40,3 36,8 +
F74 Fruto de mamoeiro 35,0 42,2 - +
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Tabela 1: continuacao.

Colbnia ~
~ Reacéo
Classificacdo genérica | Isolado Procedéncia (mm) Realt\;/la; em
MB | MMOS, em MMOSg
F75 Fruto de mamoeiro 50,0 *x + -
F84 Solo de pomar de mangueira 16,7 7,3 - +
F103 Caixa de gordura residencial 45,0 27,0 - +
Geotrichum (3) F96 Caixa de gordura do RU-UFES 31,8 19,5 + +
Fo7 Caixa de gordura do RU-UFES 27,3 16,3 - +
F99 Caixa de gordura do RU-UFES 25,2 13,8 - +
Penicillium (10) F15 Caixa de gordura do RU-UFES 26,2 ** + -
F2 Caixa de gordura do RU-UFES 9,7 faled + -
F6 Caixa de gordura do RU-UFES 9,0 faled + -
F22 Caixa de gordura do RU-UFES 21,7 ol + -
F29 Fruto de bananeira 14,7 7,3 - +
F62 Fruto de bananeira 18,7 9,3 - +
F69 Caixa de gordura do RU-UFES 13,3 7,0 - +
F83 Solo de pomar de mangueira 22,7 10,5 - +
F102 Caixa de gordura residencial 7,3 6,0 + +
F110 Caixa de gordura residencial 32,5 ** + -
Rhizomucor (5) F12 Escuma de esgoto sanitério >90,0 387 - +
F18 Caixa de gordurado RU-UFES >90,0 59,5 - +
F19 Caixa de gordura do RU-UFES  >90,0 34,3 - +
F106 Caixa de gordura residencial >90,0 56,0 - +
F113 Caixa de gordura do RU-UFES  >90,0 35,7 - +
Verticillium (1) F7 Escuma de esgoto sanitério 8,3 3,0 + +
Levedura (9) F23 Lodo de esgoto sanitario 6,8 4,2 - +
F34 Fruto de bananeira 3,0 3,7 + +
F57 Fruto de bananeira 12,0 10,7 + +
F77 Fruto de bananeira 14,7 6,0 + +
F80 Fruto de mamoeiro 4,0 3,0 + +
F107 Caixa de gordura residencial 9,9 75 + +
F108 Caixa de gordura residencial 6,2 *x + -
F111 Caixa de gordura residencial 4,2 55 + +

* Média de 3 repeticdes e leitura com 96 horas de incubag&o a 28 °C e escuro.
** |nexisténcia de crescimento e ou biomassa rala e pouco perceptivel, dificultando a medi¢éo da colénia.

Os indices enziméticos (IE) apresentados pelos isolados que apresentaram atividade enzimética extracelular em
meio de cultura MB, com 96 horas de incubacédo, a 28°C, podem ser vistos através da Figura 3. Observou-se
que os dois maiores IE foram apresentados por dois isolados de leveduras: F80 (IE = 68,330) e F111 (IE =
35,99), o primeiro obtido de fruto de mamoeiro e o segundo de uma caixa de gordura residencial. Na
sequéncia dos cinco primeiros, apresentaram-se os isolados: F96 (IE = 18,87) correspondente a espécie
Geotrichum candidum, obtido de uma caixa de gordura do Restaurante Universitario da UFES (RU-UFES),
fungo classificado como filamentoso, porém com biomassa semelhante a de fungos leveduriformes; F2 (IE =
17,63) correspondente & espécie Penicillium sp.e, F108 (IE = 17,58) correspondente a uma levedura, obtidos
de uma caixa de gordura do RU-UFES e de outra, residencial, respectivamente.

Apesar da facilidade e necessidade de utilizacdo de meios de cultura sélidos, capazes de encamparem reagdes
lipoliticas detectaveis de forma direta, principalmente quando se parte de um grande nimero de isolados, com
0 propdsito de sele¢do dos melhores, como no caso dos meios utilizados para os testes neste trabalho, deve-se
sempre lembrar que a producdo de lipases pelos fungos filamentosos é influenciada por uma variedade de
fatores ambientais. Além disso, as respostas aos fatores ambientais sdo, também, diferentes entre os isolados,
sendo que para um determinado isolado o mesmo fator pode estimular a sua produgdo, mas para outro pode
ndo afetar ou até mesmo inibi-la. Isso pode ser constatado com os dados obtidos por alguns pesquisadores
quando estudaram a producédo de lipases por alguns fungos filamentosos, importantes decompositores, como
Geotrichum candidum, Aspergillus spp. , Mucor e Rhizopus (Colen, 2006, Céardenas et.al., 2001).
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Figura 3: Indice enzimatico (IE)* indicando a atividade lipolitica extracelular de 50 isolados
microbianos, detectada por reacdo positiva em meio de cultura MB, com 96 horas de incubacéo a 28° C.
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A utilizacdo da legenda deve ser efetuada com auxilio de consulta a Tabela 1, deste trabalho.
* |E = [(diametro da coldnia + halo)/diametro da coldnia) -1] x 10

Em relacdo aos fungos filamentosos lipoliticos, os géneros aos quais pertencem os isolados que apresentaram
atividade lipolitica detectada e quantificada neste trabalho, sdo compativeis com os citados na literatura como
maiores produtores de lipases, inclusive ja produzidas e comercializadas, com indmeras aplicac@es industriais
(Andretta et. al., 2007; Colen, 2006; Semionato, 2006; Dartora et. al., 2005; 2007, Pimentel, 1996). Excecéo,
no entanto, fazemos em relagdo a Cladosporium, Botrytis e Verticillium, com raras ou nenhuma citacdo na
literatura, como no caso deste ultimo.

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
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 flngicas, 14 obtidas de cole¢des 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 presenca 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¢des 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 nés
testados neste trabalho e confirmaram o seu potencial lipolitico, porém em etapas subseqlientes mostraram-se
inferiores a alguns isolados fungicos de outras espécies, embora com boa atividade lipolitica comprovada
inclusive em meio liquido.
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Haba et al.(1999) trabalhando com 47 cepas de bactérias, verificaram 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 6leos de oliva e de girassol. Isolados de Pseudomonas sp. foram as melhores
produtoras da lipase, especialmente P. aeruginosa.

Semionato (2006), no Laboratério de Saneamento da UFES (LABSAN), isolou 27 cepas de bactérias
provenientes de amostras retiradas da escuma dos dispositivos de remoc¢éo de gordura (ETE - UFES), as quais
resultaram numa selecdo de 19 cepas de bactérias lipoliticas, quando submetidas ao teste de Rodamina B.
Estes isolados, acrescidos por outros, obtidos posteriormente por outros pesquisadores foram, e continuam
sendo testados, visando utilizagdo em processos hidroliticos de saneamento ambiental e para a geracdo de
biodiesel, a partir de residuos oleosos do saneamento.

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, Sandoval&Marty, 2007, Lock, 2007). Em seu relato,
estes pesquisadores observaram que a variagdo 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 testados 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 apds 48 e, principalmente, 96 horas de incubacdo a 30°C, com o a tipica coloracdo “laranja
fluorescente”, visualizada sob radiagdo ultravioleta, ocorrendo diretamente na biomassa, sem que, no entanto,
pudesse ser visualizado, com nitidez, halo com estas caracteristicas, em torno da col6nia. J4 0 meio MB,
proposto por Hankin& Anagnostakis (1975), propiciou étima deteccdo e quantificacdo da atividade lipolitica
extracelular, confirmando vérios 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 agar também foi modificada deixando de ser utilizada 20 g.L" e
sim 17 g. L™, o que parece ter facilitado a difusio das lipases produzidas e, consequentemente, a reacio que
leva a formacdo de cristais de célcio 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 detectivel da expressdo da atividade lipolitica dos isolados
fangicos obtidos.

Foram confirmadas neste trabalho a atividade lipolitica dos 52 isolados com atividade extracelular e 61 com
atividade intracelular e, os dois tipos de atividade em 35 deles, conforme pode ser visto na Tabela 1, e que foi
observado em pesquisa anterior que permitiu a pré-selecdo dos 78 isolado testados nesta pesquisa. O indice
enzimatico (IE) quantificado no meio MB, para atividade extracelular, permitiu que 16 deles (10 de fungos
filamentosos e 6 de leveduras) e outros 4 (fungos filamentosos), selecionados a partir do crescimento da
biomassa e atividade intracelular exibida no meio MMOSg , passassem aos testes da etapa subseqiente da
pesquisa visando avaliar a atividade lipolitica especifica , em um processo de fermentacdo em estado liquido,
quantificada por espectrofotometria UV, relatados em outro artigo.

Na figura 4, sdo mostrados os intervalos de confianca ao nivel de 95 % de probabilidade, para as médias de
triplicatas do indice enzimatico, obtidas no meio de cultura MB, com 96 hora de incubagdo, a 28°C. E
possivel através do grafico visualizar a proximidade de valores observados para um grande nimero de
isolados e a superioridade de outros conforme ja mencionado. Maiores desvios padrdes foram verificados
para alguns isolados, porém a maioria apresentou valores mais uniformes, permitindo a selecdo pretendida,
com significancia das diferencas (p=0,05) comprovada pelos testes de F através da andlise de variancia
univaridada (ANOVA), complementado pela comparacdo de médias com o teste de Tukey (p = 0,05),
conforme pode ser observado na Figura 5. Foram obtidos 18 grupos de isolados, de acordo com a diferenca
estatistica apresentada.
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O crescimento de biomassa (col6nia flngica) no meio de cultura MMOSg , foi medida com régua milimetrada.
Inimeros isolados testados, ndo apresentaram crescimento e ou o fizeram precariamente, com biomassa
micelial ou leveduriforme insignificante ou muito rala, dificultando a visualizacdo e medi¢éo a olho nu, e, por
isso foram desconsiderados, ndo aparecendo seus valores na Tabela 1.

Figura 4: Intervalos de Confianga (95%) para as médias de triplicatas do indice enzimati co, obtidas
em meio de cultura MB, com 96 hora de incubacdo, a 28°C.
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Figura 5: Comparacao de médias de triplicatas do indice enzimati co (IE), obtidas em meio de cultura
MB, com 96 hora de incubacdo, a 28°C, utilizando o teste de Tukey (p=0,05).
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A funcéo biolégica destas enzimas é primordialmente catalisar a hidrolise de triglicerideos insoldveis para
gerar &cidos graxos livres, mono e diacilglicerdis e glicerol. Entretanto, em condi¢cbes em que a
disponibilidade de 4gua no meio é reduzida, a maioria das lipases pode exercer sua atividade catalitica reversa,
catalisando também reacGes de esterificagdo e transesterificacdo, entre outras. Assim, devido as diferentes
reacdes que sdo capazes de catalisar e as suas caracteristicas de regio e enancio seletividade, as lipases, além
de sua utilizacdo em areas tradicionais, como a indistria de detergentes e alimenticia, vém sendo intensamente
empregadas nos mais diversos campos: indistria farmacéutica, de quimica fina, dleoquimica, de couros, de
polpa e papel e no tratamento de residuos industriais (Gutarra et.al., ).

Foram selecionados, a partir deste trabalho, para avaliacdo posterior da atividade lipolitica especifica em meio
liquido, os seguintes isolados a partir dos resultados de atividade lipolitica extracelular: F2, F7, F18, F28, F35,
F41, F64, F72, F76, F80, F98, F102, F104, F107, F108 e F111. A partir dos resultados de atividade lipolitica
intracelular foram os seguintes os isolados selecionados: F18, F74, F81 e F106.

Desconhecemos relatos anteriores de trabalhos que tenham utilizado metodologia igual a que utilizamos e,
com 0S mesmos propositos. Sdo, no entanto, abundantes os relatos de pesquisas visando processos
hidroliticos e ou biocataliticos aplicados a varias outros propdsitos 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 nesta pesquisa mostraram-se satisfatérios para o processo de selecdo de
microrganismos a partir da atividade lipolitica em meio de cultura sélido, partindo de um nimero consideravel
de isolados obtidos de amostras ambientais e pré-selecionados, contribuindo para se chegar a etapas
subsequentes da pesquisa com um menor ndmero deles, e, portanto, tornando-as vidveis e exequiveis sob 0
ponto de vista técnico-cientifico e econdmico.

O meio de cultura MB, isoladamente, permitiu detectar e quantificar de forma satisfatdria a atividade lipolitica
extracelular, através do indice enzimético (IE) e o meio MMOSg , isoladamente, a atividade lipolitica
intracelular, através da resposta positiva ao teste de rodamina-B e do crescimento e caracteristicas da biomassa
microbiana, 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 selecdo
conduzido neste trabalho.

Foram selecionados 20 isolados, 16 em fungdo dos melhores IE (atividade extracelular) apresentados no meio
MB e, 4 em fungdo do melhor crescimento e resposta positiva ao teste de rodamina-B (atividade intracelular)
no meio MMOSg. Foram selecionados os seguintes isolados a partir dos resultados de atividade lipolitica
extracelular: F2, F7, F18, F28, F35, F41, F64, F72, F76, F80, F98, F102, F104, F107, F108 e F111. A partir
dos resultados de atividade lipolitica intracelular foram os seguintes os isolados selecionados: F18, F74, F81 e
F106. Em pesquisa subseqiiente estes 20 isolados foram testados quanto a atividade lipolitica especifica, em
meio liquido, através de espectrofotometria UV.

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