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RESUMO

Considerando a extraordinaria diversidade microbiana e a importancia dos microrganismos como produtores
de lipases, justifica-se a busca de novos biocatalisadores com caracteristicas especiais ¢ passiveis de aplicagdo
em processos hidroliticos e biocataliticos, vinculados ao saneamento ambiental ¢ a geracdo de
biocombustiveis, como o biodiesel. Baseado no exposto, este trabalho teve como objetivo dosar a atividade
lipolitica especifica e a biomassa seca produzida por 20 isolados microbianos (15 de fungos filamentosos e 5
de fungos leveduriformes) obtidos de amostras ambientais e desenvolvidos em um processo de fermentagdo
em estado liquido (FEL) ou submersa, com utilizagdo dos métodos espectrofotométrico e gravimétrico,
respectivamente. Os niveis de atividade lipolitica especifica variaram de 0,13 = 0,03 a 18,06 = 0,36 U.mg"',
sendo que o isolado F18 (Rhizomucor sp.) apresentou o menor nivel e o F2 (Penicillium sp.) o maior nivel de
atividade lipolitica especifica, seguido pelos isolados F96 (Geotrichum candidum) e F41 (Beauveria
bassiana), com U= 14,25 + 0,31 Umg" e U = 9,13 + 0,23 U.mg™ , respectivamente, utilizando o meio de
cultura minimo (MMOS) acrescido de 6leo de soja comercial a 10% (v/v), como fonte exclusiva de carbono e
indutor de atividade lipolitica. Os maiores valores de biomassa seca obtidos foram os dos isolados F107
(fungo leveduriforme), F 104 (Botrytis sp.) e F41(Beauveria bassiana), de 12,68 + 0,15, 11,89 + 0,10 ¢
10,74 £ 0,19 mg/mL de meio de cultura, respectivamente. Verificou-se fraca correlagdo negativa entre a
producdo de biomassa fungica no meio liquido utilizado e a atividade lipolitica especifica, explicada em
funcdo de o método utilizado detectar a atividade enzimatica extracelular principalmente, em detrimento da
intracelular. Os trés isolados que maior atividade lipolitica especifica apresentaram neste trabalho, assim como
aquele com a menor, foram selecionados para utilizagdo em etapas subseqiientes de nossa pesquisa. Este
ultimo em fung@o do amplo potencial para atividade lipolitica intracelular detectada em trabalho anteriormente
por nos relatado.

PALAVRAS-CHAVE: Biodiesel, Microrganismos, Fermentagdo em Estado Liquido, Lipases, Dosagem da
Atividade Lipolitica, Espectrofotometria.
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INTRODUCAO

A utilizagdo de enzimas na transformagdo de compostos orginicos ¢ conhecida ha mais de cem anos.
Entretanto, foi somente a partir da segunda metade da ultima década que o verdadeiro potencial que estes
biocatalisadores representam em sintese organica comegou a ser explorado. Dentre as numerosas aplicagdes
de reacdes enzimaticas em meio organico destacam-se a sintese de produtos de interesse nas areas clinica,
nutricional, ambiental, industrial e biotecnologica.

Dentre as enzimas com utilizagdo comercial apresentam particular importancia as lipases (triacilglicerol acil
hidrolases, E.C. 3.1.1.3), porque atuam na interface organica-aquosa catalisando as reagdes de hidrolise de
triglicerideos e, em baixas concentragdes de agua podem ainda catalisar reagdes de esterificacdo,
transesterificagdo ou interesterificagdo, o que as tornam de grande interesse industrial, com um vasto historico
de aplicagdes.

Apesar de ja amplamente utilizadas em varios segmentos industriais, como alternativa tecnoldgica enzimatica
na produgdo de biodiesel sua utilizagdo ainda ndo se encontra devidamente consolidada, apesar das vantagens
citadas por inimeros autores, quando se cogita em utilizar residuos oleosos do saneamento ambiental (OGR),
como matéria prima na producdo. Tanto a utilizagdo deste tipo de matéria prima quanto a catalise enzimatica
no processo de geragdo do biodiesel tem sido objeto de inumeras pesquisas em todo o mundo, com notorias
vantagens relatadas sob o ponto de vista ambiental e econdmico do processo, nas condi¢cdes nas quais foram
desenvolvidos os trabalhos, enquadrando-se perfeitamente no conceito de “tecnologia limpa” de produg@o.
Em escala comercial, no entanto, ainda existem algumas limitagdes de ordem técnica e, principalmente
econdmica, a sua utilizagdo, devido ao elevado custo da enzima.

As lipases produzidas por microrganismos sdo as mais utilizadas, por sua relativa facilidade de produgao, pois
sdo extracelulares em sua maioria, pela diversidade de microrganismos capazes de sintetiza-las, e com
potencial para exploracdo comercial. Sdo mais interessantes devido a sua maior estabilidade a altas
temperaturas e amplas faixas de pH, alta especificidade em relacdo a certos 4cidos graxos e enancio
seletividade, quando comparadas a lipases de outras fontes. Os microrganismos produtores podem ser
isolados de residuos industriais ¢ 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.

Do ponto de vista industrial, os fungos sdo especialmente valorizados porque as enzimas por eles produzidas
normalmente sdo extracelulares, o que facilita sua recuperagdo do meio de fermentagao. Os trabalhos relatados
em literatura sobre lipases fungicas sdo numerosos, sendo que os mais extensivamente estudados sdo os
fungos Geotrichum candidum, Aspergillus niger,Aspergillus oryzae, Rhizopus delemar e Penicillium
cyclopium, dentre outros.

Baseado no exposto, este trabalho teve como objetivo dosar a atividade lipolitica especifica e a biomassa
seca produzida por 20 isolados microbianos (15 de fungos filamentosos e 5 de fungos leveduriformes)
obtidos de amostras ambientais e desenvolvidos em um processo de fermentagdo em estado liquido (FEL) ou
submersa, com utilizagdo dos métodos espectofotométrico e gravimétrico, respectivamente, visando sua
utilizacdo em processos hidroliticos de saneamento ambiental e, biocatalitico, em uma rota etandica
enzimatica para a geracdo de biodiesel, tendo diferentes residuos oleosos do saneamento como matéria-
prima, em pesquisa no Departamento de Engenharia Ambiental da UFES.

MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Microbiologia, vinculado ao Laboratério de Saneamento —
LABSAN, do Departamento de Engenharia Ambiental do Centro Tecnologico da Universidade Federal do
Espirito Santo (CT-UFES), em Vitoria, ES.

PROCESSO DE FERMENTACAO EM ESTADO LIQUIDO (FEL)
Para a producédo de lipases foi utilizado o processo de fermentagao submersa (FS), com a utilizagdo do meio

de cultura minimo liquido, acrescido de 6leo de soja comercial a 10% (v/v), que passou a ser denominado
MMOS. O meio minimo teve a composi¢ao por 1000 ml de agua destilada, assim definida: (NH,4), SOy, 5,0 g;
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KH,PO,, 0,9 g; NaCl, 1,0 g; MgSO,. 7H,0, 0,3; Na,HPOy, 6,2 g; solu¢do de micronutrientes, 1 ml. O pH
inicial foi de 6,5 (tampdo fosfato 0,1 M). A solucdo de micronutrientes utilizada teve a seguinte composigao,
por 1000 ml: FeCl;. 6H,O, 2000 mg; ZnCl,, 50 mg; CuCl,. 2H,0, 30 mg; MnCl,. 2H,0, 500 mg;
(NH4)6.M0;0,4 .4H,0, 50 mg; AlCl;, 50 mg; CoCl;. 6H,0, 2000 mg; e, HCI (concentrado), 1 ml. A solugdo
foi agitada em agitador magnético por 20 minutos e transferida para frascos erlenmeyers de 1000 mL para
autoclavagem por 20 minutos a 120 °C, seguindo-se o seu armazenamento a 5 °C, para posteriores utilizagdes.

Os isolados microbianos foram inoculados em 50 ml do meio de cultura, contidos em frasco erlenmyer de 125
ml. Para a obten¢@o do inoculante os isolados foram retirados do armazenamento no qual se encontravam, a 5
°C, e foram propagados a 30°C por cinco dias, em placas de Petri com o meio de cultura BDA, em estufa
incubadora (DBO — Biotec BT424). Os esporos foram removidos pela adigdo cinco (5) ml de agua destilada
esterilizada sobre a colonia, seguida por uma raspagem leve com al¢a de Drigalski, sendo a suspensdo
resultante transferida para um béquer. A calibragdo da suspensao de esporos (inoculante) foi com a utilizagdo
de camara de Neubauer, adequando-se a concentragdo para aproximadamente 10’ esporos/ml. O volume de
inoculante utilizado por frasco foi de 1 ml para todos os isolados microbianos. Cada frasco assim inoculado
constituiu uma unidade experimental, sendo utilizados dois por isolado (duplicata). A incubagdo ocorreu em
incubadora rotativa (Incubadora Shaker Orbital de Bancada, NT712, Novatécnica) a 30 °© C, por 120 horas,
com 150 rpm. Decorrido este tempo, previamente determinado como o de maior intensidade de atividade
lipolitica, foi interrompido o processo de fermentagdo submersa e procedida o obtengdo do extrato bruto e
biomassa, destinadas as dosagens de proteinas totais e da atividade lipolitica especifica e por biomassa
microbiana seca.

Figura 1: Processo de fermentacdo em estado liquido (FEL), utilizado para a producéo de lipases por 20
isolados fungicos, em incubadora tipo shaker, a 30°C, e 150 rpm, por 96 horas.
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DOSAGEM DE PROTEINAS TOTAIS E QUANTIFICACAO DA BIOMASSA MICROBIANA SECA

O contetudo protéico dos extratos obtidos dos cultivos microbianos no processo de fermentacdo submersa foi
determinado por espectrofotometria, tendo como base uma curva protéica padrio, definida segundo o método
de Bradford (1976), com utilizagdo de albumina bovina como substrato.

O reagente de Bradford foi preparado com 100 mg de Coomassie Blue G250 (Merck, Alemanha) em 50 mL
de etanol a 95% (QM, Brasil). Essa solucdo foi misturada com 100 mL de &cido fosférico 85% (Vetec, Brasil)
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e diluida com 1 L de 4gua destilada. O reagente foi entdo filtrado com papel de filtro Whatman n°. 1. Para
elaborar a curva-padrdo foi utilizada a solugdo estoque de soro de albumina bovina (BSA, Sigma, EUA) numa
concentragdo de 1 mg/mL em agua destilada esterilizada.

Para a elaborago da curva padrao foram pipetados volumes de 10, 20, 40, 60, 80, e 100 pL da solucdo padrio
de BSA em tubos de ensaio, completando-se com agua destilada até 100 pL. O ensaio foi realizado em
triplicata. Em seguida, adicionou-se 5 mL de reagente de Bradford a cada tubo de ensaio e agitados no vortex
mixer (Vision Scientific co., LTD, VS-1300V, Korea). As amostras ¢ o branco (5 mL de reagente de Bradford
e 100 pL de agua destilada esterilizada) foram medidas a uma absorbancia de 595nm entre 2 minutos e¢ 1 h
apos a agitacao.

A dosagem de proteinas totais ocorreu, decorridas 120 horas da fermentagdo submersa. Para isto o conteudo
de cada frasco de cultivo microbiano foi filtrado a vacuo, em gaze e papel de filtro Watman n° 4. Do
contetido liquido resultante foram retiradas tres amostras (triplicata) de um (1) mL e cada uma foi colocada em
um frasco eppendorf estéril. Estes frascos foram centrifugados a 15000 g (Centrifuga MIKRO 22R,
HETTICH ZENTRIFUGEN, Germany), por 20 minutos a 4 °C, do que resultou um sobrenadante,
denominado de extrato protéico, que foi utilizado para dosagem de proteinas, de maneira idéntica a descrita
para obtengdo da curva padrio, porém substituindo a BSA pelo extrato proteico e, para a dosagem da
atividade lipolitica.

Do processo de filtragdo acima descrito, resultaram os papeis de filtro contendo a biomassa microbiana
residual que, apo6s lavados com acetona e agua destilada, foram colocados em estufa de secagem com
circulacdo de ar e temperatura de 100°C, até a obtengcdo do peso constante, o que aconteceu com
aproximadamente 48 horas. Antes da utilizacdo no processo de filtracdo, os papeis filtro haviam sido
colocados em placas de Petri ¢ secos durante 12 horas a 100°C, e suas massas determinadas, permitindo assim
a obtencdo dos pesos secos da biomassa microbiana através da diferenga dos pesos, gravimetricamente.

DOSAGEM DA ATIVIDADE LIPOLITICA ESPECIFICA

Os extratos protéicos ou enzimaticos obtidos na etapa anterior foram utilizados para a dosagem da atividade
lipolitica. Para tal foi utilizado o substrato lipidico sintético a base de p-NPP (p-nitrofenil palmitato),
preparado conforme Winkler & Stuckmann (1979), qual seja: 30 mg de p-NPP foram diluidos em 10 mL de
isopropanol, seguido por mistura com 90 mL de solug@o tampao fosfato (0,05M, pH 8,0), contendo 207 mg de
deoxicolato de sodio (Sigma) e 100 mg de goma ardbica. O substrato foi acondicionado em tubos de ensaio,
colocando-se 2,4 ml por tubo. Os tubos, na avaliagdo da atividade lipolitica, foram pré-incubados em banho
termostatizado a 37°C (Banho Termostatizado Y28, GRANT Instruments Ltd, Cambridge, England, € Thermo
Haake B3 IP30, Typ 003-5007, Germany). A reacdo enzimatica foi iniciada pela adi¢do de 0,1 mL do extrato
enzimatico e durou 15 minutos. Nesta reag¢do, conforme observado na Figura 1, o p-nitrofenil palmitato foi
hidrolisado pela ac¢do da lipase, liberando p-nitrofenol e acido palmitico, ¢ a atividade lipolitica foi
determinada através da estimativa p-nitrofenol liberado, que formou um cromoégeno amarelo (ion fenolato)
sob condigdes alcalinas, apresentando A maximo a 410 nm, detectado por espectrofotometria
(Espectrofotometer ULTROSPEC 1000, UV/Visible — Pharma Biotec), decorrido o tempo reacional.

Figura 2: Reacdo de hidrolise do p-nitrofenil palmitato e a formacao do cromogénico fenolato.
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A atividade lipolitica foi quantificada de acordo com a seguinte equagdo: U (mol/min) = £ T p

onde: Abs = Absorbancia a 410 nm; Vol = Volume do ensaio em mL; &€ = Coeficiente de extingdo molar (18,5
mL pmol™ cm™, para o p-nitrofenol produzido); T = Tempo em minutos; p = miligrama de proteina. A
utilizacdo desta equacdo foi de acordo com publicagdo de Rowe & Howard (2002) que a utilizaram para

4 ABES — Associacao Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental



25° Congresso Brasileiro de Engenharia Sanitaria e Ambiental

quantificar a atividade enzimatica de uma esterase e, na qual a unidade de atividade enzimatica (U) foi
definida como a quantidade de enzima que produziu 1 pmol de p-nitrofenol por minuto de reagdo. No presente
trabalho os resultados foram apresentados como unidade de atividade lipolitica (U) por miligrama de proteina
e por miligrama de biomassa microbiana seca, para todos os tratamentos.

A andlise e os graficos estatisticos dos dados obtidos neste trabalho, foram efetuadas com a utilizacdo do
software “SPSS for Windows” versdo 11.5.0, pertencente ao Departamento de Estatistica da Universidade
Federal do Espirito Santo, Vitoria-ES.

RESULTADOS

Em trabalhos anteriores foi relatada a obteng@o de 113 isolados de microrganismos de amostras ambientais, a
caracterizagdo, identificagdo e sele¢do de 20 isolados em meios de cultura s6lidos e reacionais. Em
continuidade, a produgdo de lipases por estes isolados selecionados foi novamente realizada, neste trabalho, e
os dados referentes a biomassa seca ap6s a fermentacdo em meio minimo + 6leo de soja (MMOS), assim como
os valores referentes as unidades de atividade lipolitica especifica sdo apresentados na Tabela 1 e nas Figuras 3
e 4, deste artigo.

Os valores de biomassa e, em especial, de atividade da enzima na hidrolise de 6leos vegetais, tem sido
amplamente utilizados para efeito de comparagdo ¢ selegdo de novos isolados produtores de lipase. Estes
valores podem variar significativamente dependendo do tipo de fermentagdo, da composicdo do meio de
cultivo e também de outras varidveis do processo fermentativo, tais como pH, temperatura de incubacdo e
presenca de indutores da sintese de lipase, como os 6leos vegetais (Carvalho et.al., 2005). Neste trabalho sdo
variaveis apenas os isolados, a atividade lipolitica especifica ¢ a biomassa microbiana seca, produzida no
processo de fermentagdo em estado liquido.

Figura 3: Atividade lipolitica especifica de 20 isolados microbianos, em processo de fermentagdo em
estado liquido, apés 96 horas de incubacao, a 30°C, com 150 rpm.
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Os niveis de atividade lipolitica especifica variaram de 0,13 + 0,03 a 18,06 + 0,36 U.mg'l, sendo que o isolado
F18 (Rhizomucor sp.) apresentou o menor nivel e o F2 (Penicillium sp.) o maior nivel de atividade lipolitica
especifica, seguido pelos isolados F96 (Geotrichum candidum) e F41 (Beauveria bassiana), com U= 14,25 +

0,31 Umg' e U=9,13 £ 0,23 U.mg” , respectivamente.

Em trabalhos anteriores relatamos a ndo ocorréncia de atividade lipolitica extracelular (IE) detectavel por
parte do isolado F18 (IE= 0,00) pelo método e meio de cultura utilizados (MB) e, ao contrario, elevada
atividade por parte de F2 (IE=17,63), F96 (IE=18,87) e F41 (IE=10,57), resultados que corroboram com o
observado neste trabalho, em que a atividade enzimatica foi avaliada em processo de fermentagdo em estado
liquido (FEL), utilizando o 6leo de soja como fonte exclusiva de carbono e indutor da atividade lipolitica. Os
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trés isolados que maior atividade lipolitica especifica apresentaram neste trabalho, assim como aquele com a
menor, foram selecionados para utilizagdo em etapas subseqiientes de nossa pesquisa.

Tabela 1: Producdo de biomassa e atividade lipolitica especifica de 20 isolados microbianos, em
processo de fermentacdo em estado liquido, ap6s 96 horas de incubacéo, a 30°C, com 150 rpm.

Isolado Biomassa seca Atividade lipolitica especifica

Microbiano |dentificagdo (mg.mL™?) (U. mg™?)
F80 Levedura 10,12+ 0,16 2,74+ 0,17
F76 Cladosporium sp. 9,02 +0,13 2,36 £ 0,39
F74 Fusarium sp. 10,27 £0,12 0,39+ 0,04
F72 Colletotrichum sp. 9,05+0,18 2,49 +£0,25
F81 Aspergillus sp. 9,87 £0,21 0,18 £0,05
F35 Beauveria bassiana 10,74 + 0,19 0,47+ 0,01
F28 Cladosporium sp. 7,61 +£0,15 6,10+ 0,22
F18 Rhizomucor sp. 10,25 +£0, 8 0,13 +0,03
FO7 Verticillium sp. 10,50+ 0,15 0,18+ 0,01
F02 Penicillium sp. 10,19 +0,13 18,06 £ 0,36
F41 Beauveria bassiana 9,62 +0,14 9,13 +0,23
F64 Colletotrichum gloeoesporioides 9,71+ 0,16 3,79 £ 0,07
F96 Geotrichum candidum 9,23 £0,18 14,25 £ 0,31
F98 Cladosporium sp. 7,82 +0,13 4,85+0,16
F102 Penicillium sp. 8,77 + 0,12 2,56 + 0,05
F104 Botrytis sp. 11,89+ 0,10 1,44+ 0,11
F106 Rhizomucor sp. 9,91 £0,12 0,25 +0,01
F107 Levedura 12,68 +£ 0,15 0,51 +0,10
F108 Levedura 9,07 +0,15 0,28 + 0,08
F111 Levedura 10,45+ 0,11 1,53 £0,25

Os maiores valores de biomassa seca obtidos foram os dos isolados F107 (fungo leveduriforme), F104
(Botrytis sp.) e F41 (Beauveria bassiana), de 12,68 0,15, 11,89 + 0,10 ¢ 10,74 + 0,19 mg/mL de meio de
cultura, respectivamente.

Considerando todos os valores de biomassa obtidos neste trabalho, verificou-se que para alguns isolados, tais
valores aproximam-se daqueles obtidos por Carvalho et.al. (2005), em relagdo a Aspergillus niger,
Geotrichum candidum e Penicillium solitum, utilizando um meio com a seguinte composigdo (p/v): glicose
1,0%, peptona 2,0%, extrato de levedura 0,5%, 6leo de oliva 1,0%, NaNO3 0,1%, KH2PO4 0,1% MgSO4.
7H20 0,05%, ap6s 72 horas de fermentacdo, a 35°C, com 130 rpm. Porém, a atividade lipolitica especifica,
neste trabalho, mostra-se muito superior a obtida por aqueles autores, que foi respectivamente de somente
0,56, 0,42 ¢ 0,33 U.mg'l, provavelmente pela utilizagdo de um meio muito mais rico em nutrientes,
principalmente o nitrogénio ¢ concentragdo bem menor de 6leo vegetal (6leo de oliva, 1%) do que a que
utilizamos (10 % de 6leo de soja), além de diferencas nas condigdes de condug@o do processo de fermentacao.
Em contrapartida aos nossos resultados, em relagdo especifica a Geotrichum candidum, uma lipase
comercializada pela Amano Pharmaceutical Co (GC-4), Japdo, apresenta atividade especifica de 80 e de 1.054
U/mg quando bruta e apos purificada em fenil-sepharose (CL-4B), respectivamente, conforme Hedrich et al.
(1991), citados por Carvalho et. al. (2005).

Diversos niveis de atividade enzimatica sdo descritos para isolados fingicos pertencentes aos mesmos géneros
daqueles que foram avaliados neste trabalho, sob intimeras condig¢des teste, diferentes daquelas que
utilizamos, permitindo algumas comparagdes. Maia et.al. (1999), obtiveram um valor maximo de atividade
lipolitica de 10,5 U.L" para o isolado FS1 de Fusarium. solani, apés 72 horas de cultivo a 25°C em frasco
agitado a 120 rpm em um meio contendo peptona a 3% (w/v), glucose a 1% (w/v) e dleo de oliva a 0,5%
(v/v). A presenga da glucose foi considerada pelos autores como inibidora da atividade lipolitica.
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Figura 4: Intervalo ao nivel de 95% de confianca (SPSSW) para médias de atividade lipolitica especifica
de 20 isolados microbianos, em um processo de fermentacao em estado liquido (FEL), apds 96 horas de
incubacdo, a 30°C, com 150 rpm.

20,00
3 =
)
=)
£
2
.S 10,00
3 il
=
< @]
-
E@ i SmE
] [l
0,00 a=a Bl IR RN = T
F80 F74 F81 F28 F7 F41 F96 F102 F106  F108
F76 F72 F35 F18 F2 F64 Fo8 F104 F107 F111
Isolado microbiano

Em relagdo a isolados de Penicillium, fungo no qual constatamos a melhor atividade lipolitca especifica,
varios trabalhos foram encontrados envolvendo produgdo, caracterizagdo e purificagdo de lipases de diferentes
espécies, como P. citrinum, P. cyclopium, P. simplicissimum, P. caseicolum, P. restrictum, P. expansum, P.
chrysogenum, P. roqueforti, P. camembertii, P. abeanum, entre outras espécies (Reetz, 2002; Costa Neto,
2002; Freire et. al., 1997).

Comparados aos dados de crescimento e de atividade da lipase relatados para um isolado brasileiro de
Penicillium restrictum (14,2 mg de biomassa/mL de meio e 13,0 U/mL, respectivamente) apds fermentagdo
em meio liquido composto de (p/v) 6leo de oliva 1,0%, peptona de carne 2,0%, extrato de levedura 0,1% e
NaCl 0,5%, Carvalho et.al. (2005) verificaram que Penicillium solitum mesmo apresentando um crescimento
menor (656 mg de biomassa/100mL de meio de cultivo), a atividade de hidrélise da lipase produzida foi
proxima (10,5 U/mL) a relatada para a lipase daquele fungo. Concentracdes de peptona abaixo de 3% (w/v)
reduziram a produgdo de lipase enquanto que o aumento na concentragdo de 6leo de oliva acima de 0,5% (v/v)
ndo estimulou a producdo da enzima. Em trabalhos com o fungo Penicillium corylophilum (IOC 4211)
visando utilizagdo de lipases em biocatalise de solventes organicos foi observada atividade lipolitica especifica
de 11,82 £ 1,35 U/mg de proteina, apds 144 horas, a 29°C e 120 rpm (BARON et al. 2005).

Roveda (2007) avaliou a produgdo de lipases por fungos isolados a partir de efluentes de laticinios por
fermentacdo submersa, a partir de uma selecao prévia feita em meio de cultura BDA contendo azeite de oliva
como fonte de carbono. Foram pré-selecionados 21 isolados pertencentes aos géneros Penicillium,
Aspergillus, Trichoderma e Fusarium. A etapa de sele¢do selecionou os fungos E6, E7, E8, E9, E10, E12,
E17, E20 ¢ E21 devido a capacidade de crescimento em meio contendo azeite de oliva. Na fermentagéo
submersa, os fungos E9 (Aspergillus), E21 (Aspergillus) e E20 (Penicillium) foram os que apresentaram as
maiores atividades enzimaticas, de 1,250 a 2,250 pmolAG/mL.min, utilizando-se como meio de cultivo o
efluente coletado na saida do equalizador.A fermentacdo em estado liquido, tem como caracteristica principal
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a utilizagdo de um meio fermentativo liquido com nutrientes soliveis, ¢ o processo mais utilizado para
produgdo de lipases, sendo ainda muito utilizada em pesquisas para avaliar o potencial lipolitico de isolados
microbianos.

O teste de Tukey, efetuado com o objetivo de comparar os valores de atividade lipolitica obtidos para os 20
isolados analisados, permitiu agrupad-los em 9 grupos, mostrados na Tabela 2. Verificou-se diferencas
estatisticamente significativas ao nivel de 5% de probabilidade entre os grupos, o mesmo ndo se verificando
dentro dos grupos (p>0,05 em cada grupo).

Tabela 2: Grupos de isolados microbianos definidos conforme os valores de atividade lipolitica
especifica (U.mg™), apresentada em processo de fermentacdo em estado liquido, apés 120 horas de
incubacgdo a 30°C, com 150 rpm.

Grupos de Isolados/Atividade lipolitica especifica (U.mg™)

1 2 3 4 5 6 7 8 9
F18 0,13
F7 018
F81 0,18
F106 0,25
F108 0,13
F74 0,39
F35 047
F107 051
F104 1,44
F111 1,53
F76 2,36
F72 2,49
F102 2,55
F80 2,74
F64 3,79
Fo8 4,85
F28 6,11
F41 9,13
F96 14,25
F2 18,06

Dentro dos grupos ndo ha diferenga estatistica entre as médias pelo teste de Tukey (0,05).

Isolado

Dez (10) grupos de isolados foram obtidos neste trabalho por comparagdo de médias pelo teste de Tukey
(0,05), quanto a producdo de biomassa seca em processo de fermentagdo em estado liquido (FEL), apds 120
horas de incubagdo a 30°C, com 150 rpm, e podem ser observados na Tabela 3. Verificou-se maiores valores
de biomassa compativeis com alguns dos isolados que apresentaram maiores atividade lipoliticas especificas.
Porém esta relagdo ndo pode ser confirmada neste trabalho, considerando todos os isolados, dado que
verificamos fraca correlagdo (negativa) entre a producao de biomassa fingica no meio liquido utilizado e a
atividade lipolitica especifica (Figura 6), explicada em funcdo de o método utilizado detectar a atividade
enzimatica extracelular principalmente, em detrimento da intracelular. Este resultado esta de acordo com o
observado na selegdo de isoladas que efetuamos em meio soélido, em que varios deles caracterizaram por
colonias pequenos ou moderados em meio MB, se comparados a outros, porém com elevados indices
enzimaticos constatados. Estes isolados correspondem a maioria dos testados neste trabalho.

E importante mencionar o bom desenvolvimento de biomassa fungica que obtivemos no meio MMOS, cuja
fonte exclusiva de carbono foi 10 % de o6leo de soja, para a mais da metade dos isolados testados. Nao
encontramos relatos da utilizacdo deste meio, com a composi¢cdo que utilizamos, com os mesmos objetivos.
Deve-se considerar, no entanto, que apesar dos efeitos da composi¢do de meios para a producéo de lipases ter
sido extensivamente investigada, os mecanismos fisioldgicos que governam o processo ndo sdo claros e
devem continuar sendo investigados, conforme afirmam Azeredo et. al.( 2007).
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Figura 5: Producdo de biomassa seca por 20 isolados microbianos, em processo de fermentacdo em
estado liquido (FEL), em MMOS, apds 96 horas de incubacdo, a 30°C, com 150 rpm.
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Isolado Microbiano

Tabela 3: Grupos de isolados microbianos definidos em fun¢do valores de biomassa seca, obtidos em
processo de fermentacdo em estado liquido(FEL), apés 120 horas de incubacéo a 30°C, com 150 rpm.
Grupos de Isolados/Peso de Biomassa Seca (mg.mL™)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
F28 7,61

Fo8 7,82
F102 8,77

F76 9,02 9,02

F72 9,05 9,05
F108 9,07 9,07

Fo6 9,23

F41 9,60

F64 9,71

F81 9,87 9,87
F106 9,91 9,91

F80 10,12 10,12

F2 10,19 10,19 10,19

F18 10,25 10,25

F74 10,27 10,27
F111 10,45 10,45 10,45

F7 10,50 10,50

F35 10,74
F104 11,88
F107 12,68

Dentro dos grupos ndo ha diferenca estatistica entre as médias pelo teste de Tukey (0,05).

Isolado
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Figura 6: Correlacdo entre a producdo de biomassa seca e a atividade lipolitica especifica de 20 isolados
microbianos, em um processo de fermentacdo em estado liquido (FEL), ap6s 120 horas de incubacdo a
30 °C, com 150 rpm.
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Selecionou-se, em funcdo dos resultados obtidos neste trabalho, quatro isolados microbianos (fungos
filamentosos) para avaliagdo em etapas subseqiientes da pesquisa: os isolados F2 (Penicillium sp ), F41
(Beauveria bassiana), F96 (Geotrichum candidum sp.) que apresentaram a melhor atividade lipolitica
especifica (extracelular), e, o isolado F18 (Rhizomucor sp. ), com a menor atividade, porém com potencial
evidenciado anteriormente de atividade lipolitica intracelular, corroborando os resultados obtidos e relatados,
com o uso de meios de cultura sélidos.

CONCLUSOES

Em funcdo dos resultados obtidos, comparados aos dados da literatura, relacionados ao crescimento e a
atividade de hidrdlise a partir da atividade microbiana, varios dos isolados fungicos por nos testados podem
ser consideradas bons produtores produtores de lipase, portanto com potencial para utilizagdo e novas
pesquisas objetivando seu aproveitamento para processos hidroliticos aplicados a atividades de saneamento
ambiental e, cataliticos, visando a geracao de biodiesel, tendo os residuos oleosos do saneamento ambiental
como matéria prima. Considerando que o extrato lipolitico empregado nestes ensaios preliminares possui uma
atividade enzimatica menor em relagdo as enzimas comerciais, ¢ que as variaveis do sistema ndo foram
completamente estudadas, os resultados obtidos podem ser considerados bons, porque abrem uma perspectiva
de novas pesquisas, analisando, de forma pormenorizada, as variaveis que influenciam a atividade lipolitica
em meio liquido. Por tratarem-se de fungos, abre-se também a perspectiva de que a produgdo de lipases e a
atividade lipolitica possam também serem avaliadas em processo de fermentagdao em estado sélido (FES),
submetendo as biomassas microbianas produzidas a processos de ultrassonicag@o, com o objetivo de provocar
sua ruptura e com isto obter-se melhores niveis de atividade, principalmente em relagdo aqueles isolados que
apresentam atividade lipolitica tipicamente intracelular. Selecionou-se, em fun¢do dos resultados
obtidos,quatro isolados para avaliagdo em etapas subseqiientes da pesquisa: os isolados F2 (Penicillium sp ),
F41 (Beauveria bassiana), F96 (Geotrichum candidum sp.) que apresentaram a melhor atividade lipolitica
especifica, qualificada como extracelular, e, o isolado F18 (Rhizomucor sp. ), com a menor atividade, porém
com potencial evidenciado anteriormente de atividade lipolitica intracelular em meio de cultura sélido.
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