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RESUMO

O uso de biomassa fungica como biocatalisadora lipdsica representa
uma atraente abordagem para o tratamento de dguas residuais oleosas e
producdo de biodiesel, a partir de 6leos e graxas residuais, devido a sua maior
estabilidade, possibilidade de reuso e baixo custo. Neste trabalho foram obtidos
cem isolados de fungos, a partir de escumas de caixa de gordura e esgoto,
solo e tecidos necrosados de plantas e insetos, que foram avaliados quanto
Qo crescimento e a atividade lipdsica, no meio de cultura basico, para atividade
lipdsica extracelular, e meio mineral minimo + 6leo de soja + rodamina, para
atividade lipasica intracelular, com resposta positiva e diferenciada de 66 deles,
inclusos como pertencentes aos géneros Aspergillus, Beauveria, Botrytis,
Cladosporium, Colletotrichum, Fusarium, Geotrichum, Penicillium, Rhizormucor
e Verticillium. Na sequéncia, o potencial hidrolitico dos isolados Penicilliurm sp.
FOO2 e Rhizomucor sp. FOI8 foi avaliado sobre 6leo de soja comestivel e
escuma de caixa de gordura, em fermentacdao em estado solido, através
da quantificagao das variaveis: produgao de CO,, remogao do teor de dleos
e graxas e crescimento da biomassa. Os resultados confirmaram a elevada
atividade lipasica extracelular de Penicillium sp. FOO2 e a elevada atividade
lipasica intracelular de Rhizomucor sp. FO18. Portanto, o isolado Rhizomucor
sp. FOI8 mostrou potencial para utilizacao em pesquisas futuras, na forma
de células integrais lipasicas, para o tratamento de aguas residuais oleosas e
como biocatalisador na producao de biodiesel a partir de residuos oleosos.

Palavras-chave: isolamento e selecdo; fungos; atividade lipasica; hidrolise;
0leo de soja; escuma de caixa de gordura.
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ABSTRACT

The use of fungal biomass as a lipase biocatalyst represents an attractive
approach for the treatment of oil wastewater and production of biodiesel
from oil and residual grease, due to its greater stability, possibility of
reuse, and lower cost. In this work, a hundred filamentous fungi were
isolated from grease trap and sewage scums, soil, and necrotized plants
and insects tissues. The isolates were assessed for growth and lipase
activity in the culture basic medium, for extracellular lipase activity, and
mineral medium minimum + soybean oil + rhodamine, for intracellular
lipase activity, with positive and differential response of 66 of them,
including those belonging to the genera Aspergillus, Beauveria, Botrytis,
Cladosporium, — Colletotrichum, — Fusarium, Geotrichum, — Penicillium,
Rhizomucor, and Verticillium. Following, previously selected Penicillium
sp FOO2 and Rhizomucor sp. FO18 isolates were evaluated in solid-
state fermentation, for the hydrolytic potential on edible soybean oil
and grease trap scum, quantified by: CO, production removal of the
content of oils and greases, and biomass growth. Results confirmed
the high extracellular lipase-activity of Penicilliurm sp. FOO2 and the high
intracellular lipase activity of Rhizomucor sp. FO18. Therefore, the isolated
Rhizomucor sp. ECGI8 showed potential for use in future research, in
the form of whole-cell lipases, for oily wastewater treatment, and as a
biocatalyst in the production of biodiesel from oil residues.

Keywords: isolation and selection; fungi; lipase activity; hydrolysis; soybean
oil; grease trap scum.
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INTRODUCAO

Lipideos (gorduras, éleos e graxas) encontram-se presentes em aguas
residuais municipais e em elevadas concentragdes naquelas oriundas
de algumas industrias, como em refinarias de 6leos comestiveis, frigo-
rificos, curtumes e industrias de laticinios, resultando em prejuizos a
eficiéncia dos sistemas de tratamento e eleva¢do dos custos (MENDES
etal., 2005, CAMMAROTA & FREIRE, 2006; ALBERTON et al., 2010).

Técnicas para melhorar a eficiéncia dos sistemas de tratamento
de dguas residuais oleosas incluem instalacdo de caixas de gordura ou
flotadores, tratamentos com adicdo de dlcalis ou enzimas especificas
como as hidrolases, principalmente as lipases. A adi¢do dessas enzimas
pode aumentar significativamente a eficiéncia dos processos de trata-
mento, reduzindo os impactos ambientais gerados sobre os recursos
hidricos, considerados atualmente como um recurso natural limitado,
dotado de valor econdmico (MENDES et al., 2005). Em contrapartida,
triglicerideos residuais oriundos de processos de saneamento ambien-
tal podem constituir matéria prima de reduzido custo para a geragdo
de biodiesel (HAMA & KONDO, 2013).

As lipases (triacilglicerol acil hidrolases, E.C. 3.1.1.3) atuam na
interface orgnica-aquosa catalisando as reagdes de hidrdlise de tri-
glicerideos e, em presenga de baixas concentragdes de dgua atuam
em reacdes de esterificacio, transesterificagdo ou interesterificagio,
com amplo leque de utilizagdes, dentre elas no pré-tratamento hidro-
litico de efluentes oleosos e na etandlise enzimatica de 6leos e graxas
residuais para a produgédo de biodiesel (HASAN; SHAH; HAMEED,
2009; NAGARAJAN, 2012; AGUIEIRAS; CAVALCANTI-OLIVEIRA;
FREIRE, 2015).

Apesar da ampla utilizagdo e/ou potencial para tal, as lipases indus-
triais comercializadas possuem prego elevado, o principal fator limi-
tante para expansao de sua utilizagdo em varios segmentos das cadeias
produtivas e de servigos, como os de producdo de biocombustiveis e de
saneamento ambiental. Esse fato justifica crescentes investimentos em
pesquisas para o isolamento e a sele¢do de novas fontes microbianas,
como os fungos, com potencial natural para a elevada produgao des-
sas enzimas, de forma técnica e economicamente vidvel (GRIEBELER
et al., 2011; SINGH & MUKHOPADHYAY, 2012).

Os fungos, dentre os microrganismos, sio fontes preferenciais de
lipases para uso comercial, pois essas sdo geralmente extracelulares,
facilitando a sua extragdo do meio fermentado; também por serem
eles considerados microrganismos seguros para a manipulagio, além
da expectativa crescente do seu emprego como biocatalizadores na
forma de células integrais lipasicas, imobilizadas ou nao, simplifi-
cando e reduzindo o custo dos processos reacionais nos quais sao uti-
lizados (RODRIGUES & FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010; SINGH
& MUKHOPADHYAY, 2012; ANDRADE et al., 2014; CARVALHO
et. al., 2015).
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Fungos produtores de lipases podem ser isolados a partir de fontes
diversas como: residuos industriais e domésticos oleosos e ou gordu-
rosos, solos contaminados com 6leos e graxas, plantas e animais vivos
ou mortos, sementes oleaginosas e outras (COLEN; JUNQUEIRA;
MORAES-SANTOS, 2006; GRIEBELER et al., 2011; TURKI, 2013).
Durante o processo de selegdo quanto a atividade lipasica e/ou hidro-
litica, embora o cultivo submerso seja comumente utilizado, no caso
especifico dos fungos filamentosos é importante considerar que essa
forma de cultivo pode levar a alteragio da expressdo génica para carac-
teristicas fenotipicas como o crescimento, a produgdo de metabolitos
secunddrios e a atividade enzimitica, e que, por outro lado, fungos
desenvolvidos em processos fermentativos solidos contam com con-
digdes similares aquelas do seu habitat natural, favorecendo a produ-
¢do e obten¢do de maiores quantidades de enzimas (GRIEBELER et al.,
2011; NAGARAJAN, 2012).

O objetivo deste trabalho foi o isolamento e a sele¢do de fungos
filamentosos produtores de lipases, a partir de residuos oleosos do
saneamento ambiental e outras fontes, com utilizacio de meios de
cultura sdlidos indicadores de atividade lipasica e via hidrdlise de 6leo
comestivel de soja e de escuma de caixa de gordura, em processo de

fermentacdo em estado sdlido conduzido em condi¢des de laboratdrio.

METODOLOGIA

Os ensaios experimentais foram conduzidos no Laboratério de
Saneamento (LABSAN), pertencente ao Departamento de Engenharia
Ambiental do Centro Tecnolédgico da Universidade Federal do Espirito

Santo (UFES), localizado em Vitdria, Espirito Santo.

Isolamento, pré-selecao e identificacao
de fungos produtores de lipases
O isolamento dos fungos filamentosos ocorreu a partir de tecidos de
banana (Musa acuminata), mamao (Carica papaya) e oiti (Licania
tomentosa), necrosados por atividade de fungos fitopatogénicos, bem
como de formiga sauva (Atta capiguara), lagarta do cartucho do milho
(Spodoptera frugiperda), broca do cafeeiro (Hypothenemus hampei), cigar-
rinha da cana-de-agtcar (Mahanarva posticata) e cigarrinha das pasta-
gens (Deois flavopicta), necrosados por atividade patogénica de fungos.
Nessa etapa foram utilizados o meio batata-dextrose-agar (BDA),
com o pH corrigido para 6,0 (NaOH 0,1 M), e 0 método de isolamento
direto, conforme Menezes e Assis (2004), que consistiu na transferén-
cia de esporos fungicos da superficie dos tecidos vegetais necrosados
ou da superficie necrosada dos insetos para placas de Petri contendo
20 mL do meio BDA, acrescido de 1 mg de sulfato de estreptomicina
e 1 mg de cloranfenicol. As placas assim preparadas foram incubadas

durante 96 h, a temperatura de 28°C, no escuro.
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Decorrido o periodo de incubagéo, as colonias fungicas com
caracteristicas morfologicas macroscdpicas diferentes foram repica-
das sucessivamente até o completo isolamento. Os isolados obtidos
foram transferidos para tubos de ensaio com BDA e esses incubados
conforme descrito anteriormente. Apds a incubagio os tubos foram
armazenados em geladeira a 5°C, para posterior identificagdo e avalia-
¢do do crescimento e das atividades lipasica e hidrolitica.

O isolamento de fungos filamentosos ocorreu a partir de amostras
de solo, coletadas em um pomar de mangueiras localizado na UFES, e
de residuos oleosos do saneamento ambiental constituidos por escuma
de esgoto sanitario, coletada na Estagdo Experimental de Tratamento
de Esgotos da UFES, escuma de uma caixa de gordura do restaurante
universitario da UFES e escuma de uma caixa de gordura residencial,
pertencente a um condominio de apartamentos localizado na cidade
de Vila Velha, Espirito Santo.

Para o enriquecimento microbiano do solo e dos residuos oleosos,
uma aliquota de 10 g da amostra foi transferida para frasco Erlenmeyer
de 250 mL, contendo 50 mL de meio minimo acrescido de 10% de
6leo comestivel de soja (Cargill Brazil’s Produtos e Servigos). O frasco
foi incubado em agitador rotativo a 30°C, 120 rpm, por 96 h. Para o
isolamento dos fungos foi retirado 1 g de cada amostra enriquecida,
ao qual foram adicionados 100 mL de 4gua destilada esterilizada, em
frasco Erlenmeyer de 250 mL, sendo esse agitado manualmente por
1 min e deixado em repouso por 5 min. Do sobrenadante foi coletada
uma aliquota de 0,1 mL e a mesma transferida para a superficie de uma
placa de Petri contendo 20 mL do meio de cultura BDA. A partir dai
procedeu-se conforme descrito para o isolamento de fungos a partir
de tecidos necrosados de plantas e de insetos.

A partir dos cem isolados fingicos obtidos nas etapas anterio-
res, foi efetuada uma pré-selecdo quanto as atividades lipoliticas
extracelular e intracelular. Nessa etapa foram utilizados o meio de
cultura s6lido — meio basal ou bésico (MB) —, indicador de ati-
vidade lipdsica extracelular, conforme Menezes e Assis (2004), e o
meio de cultura s6lido — meio minimo + dleo de soja + rodamina
B (MMOSR) —, indicador de atividade lipasica intracelular, ambas
em fungos filamentosos.

O meio MB foi assim constituido (g.L"): peptona, 10,0; NaCl, 5,0;
CaCl,, 0,1; 4gar, 15,0; pH 6,0 com (NaOH 0,1 M). Como substrato lipi-
dico foi utilizado 1% de Tween 80 (sorbitol monolaurato) e ao meio de
cultura, apds autoclavado e resfriado a 45°C, foram acrescentados 50 mg
de sulfato de estreptomicina e 50 mg de cloranfenicol. Nesse meio, a
atividade lipasica extracelular foi detectada pela formagdo de um halo
opaco em torno das colonias fingicas, por degradagao dos sais de lipi-
dio, conforme Hankin e Anagnostakis (1975).

OMMOS, foi assim constituido (g.L'): (NH 4)280 » 5.0, KH,PO,,0,9;
NaCl, 1,0; MgSO,.7H,0, 0,3; Na,HPO,, 6,2; solugdo de micronutrientes,
1 mL; 4gar, 15. O pH inicial foi de 6,8 (tampao fosfato-salino 0,1 M).
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A solugao de micronutrientes apresentou a seguinte composi¢ao
(mg.L'): FeCl,.6H,0, 2000; ZnCl,, 50; CuCl,.2H,0, 30; MnCl,.2H, O,
500; (NH,) Mo, 0,, .4H,0, 50; AICl,, 50; CoCl,.6H,0, 2000; HC,
1 mL. Foram acrescentados os antibidticos conforme no meio MB, o
corante rodamina B (indicador de atividade lipasica) na concentra-
¢do de 10 mg.L' e 10% (v/v) de dleo comestivel de soja emulsionado
com 0,1% de Tween 80 e 1 mL de dgua esterilizada, sob agitagido em
vortex durante 5 min. Nesse meio, a atividade lipasica intracelular foi
detectada pela coloragdo “laranja fluorescente” exibida pelas coldnias
fungicas, quando submetidas a radiagdo UV com comprimento de
onda de 354 nm.

No preparo, 20 mL dos meios de cultura foram vertidos em placas
de Petri (100 mm de didmetro). Ap6s a solidificagdo do meio, cada placa
foi inoculada com fungo no seu ponto central, sendo trés placas para
cada isolado flngico avaliado. Decorrido o periodo de incubagio de
96 h a 28°C, foram efetuadas a avaliagdo do crescimento, cuja medigdo
das coldnias foi efetuada com paquimetro, e a avaliagdo da ocorréncia
ou ndo de atividades lipasicas extracelular e ou intracelular, efetuada
através de observacio das coldnias a olho na.

Para a identificagdo dos isolados que mostraram rea¢éo positiva
quanto as atividades lipasicas extra e intracelular, foram preparadas
microculturas em laminas microscopicas de acordo com Menezes e Assis
(2004). Foram analisadas, a olho nu e com utilizacio de microscopio
bioldgico, as caracteristicas morfoldgicas macroscdpicas e microscopi-
cas apresentadas pelos fungos, ap6s 96 h de crescimento a 28°C, que
foram comparadas com as chaves classificatorias, descrigoes e figuras
publicadas por Barnet e Hunter (1998), Watanabe (2002) e Webster e
Weber (2007).

Selecao de fungos produtores de

lipases através do indice enzimatico

Nessa etapa, objetivando a sele¢ao de fungos baseada na quantifica-
¢do exclusiva da atividade lipasica extracelular, foi calculado o indice
enzimdtico (IE), de acordo com Hankin e Anagnostakis (1975), utili-

zando a Equagdo 1.
IE = [(diAmetro da colonia + halo)/didmetro da coldnia) - 1] x 10 (1)

Foram avaliados somente os isolados de fungos que exibiram ati-
vidade lipasica extracelular na etapa de pré-selecio.

No preparo dos ensaios foi utilizado o meio de cultura MB, pre-
parado conforme descrito anteriormente. Foi utilizada triplicata de
cada isolado por placa de Petri, inoculada com trés discos de cultura
do fungo (5 mm de didmetro), distribuidos de forma triangular e dis-
tanciados cerca de 2 cm do bordo da placa. Procedeu-se conforme a
etapa anterior também quanto a medic¢do das colonias e ao periodo

de incubagio.
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Avaliacao do potencial hidrolitico de

Penicillium sp. FOO2 e Rhizomucor sp. FO18

Nessa etapa foi avaliado, de forma indireta, o potencial hidrolitico
dos isolados Penicillium sp. F002 e Rhizomucor sp. FO18, sobre dleo
comestivel de soja (OS) e escuma de caixa de gordura do restaurante
universitario da UFES (ECGRU). O processo de fermentagdo adotado
foi em estado solido, com utilizagdo de respirdmetro alternativo ao de
Bartha, conforme Teles, Munaro e Cassini (2009). Foram quantificadas
as variaveis produgdo acumulada de CO,, remogao de 6leos e graxas e
crescimento de biomassa dos fungos.

Os isolados Penicillium sp. F002 e Rhizomucor sp. F018 foram
escolhidos em fung¢do dos melhores resultados obtidos nas etapas
anteriores, de pré-selecio e selecdo, quanto a atividade lipasica extra-
celular e intracelular, respectivamente (Figuras 1D e 2). Para a obten-
¢do do indculo a ser utilizado, os fungos foram propagados a 28°C
por 5 dias em placas de Petri com o meio de cultura BDA. Os esporos
foram removidos por adi¢ao de 5 mL de 4dgua destilada esterilizada
sobre a coldnia, seguida de raspagem com al¢a de Drigalski. A con-
tagem foi em camara de Neubauer, e a concentragio final do inéculo
foi de 107 esporos.mL.

Como padréo para atividade enzimatica foi utilizada uma lipase
comercial (lipase recombinante de Rhizomucor mihei sobre Aspergillus
oryzae, 20 U.mL") na concentra¢do de 10 uL.mL™".

Foi utilizada uma mistura com 50% de areia e 50% de vermiculita
(v/v) como material estruturante, com o objetivo de simular condi¢des
naturais de solos. A areia grossa (0,6 a 2 mm de didmetro) foi previa-
mente lavada com uma solugao de HCI 0,1M e repetidas vezes com
agua corrente, seguindo-se sua secagem em estufa a 100°C por 24 h e
autoclavagem a 120°C por 30 min. Procedeu-se da mesma forma em
relagdo a vermiculita, com exce¢do da lavagem com o 4cido.

Previamente a montagem do sistema respirométrico, o OS e a escuma
de caixa de gordura foram analisados quanto ao teor de sélidos vola-
teis (SV), demanda quimica de oxigénio (DQO), teor de dleos e graxas
(O&G) e pH, de acordo com o Standard Methods for the Examination
of Water and Wastewater (APHA, 2005). Os valores obtidos para os

citados pardmetros encontram-se expressos na Tabela 1.

Tabela 1 - Valores obtidos para os parametros fisico-quimicos do dleo
de soja comercial e da escuma de caixa de gordura do restaurante
universitario da Universidade Federal do Espirito Santo.

N Oleo de soja | Escuma de caixa
Parametro .
comercial de gordura

Sdlidos voldteis (mg.L") 92211045 75647275
Demanda quimica de oxigénio (mg.L") | 1429001,83 922991,29
Teor de 6leos e graxas (mg.L) 921936,67 59547825
pH 6,08 560
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Antes da inser¢ao dos substratos oleosos no material estruturante, padro-
nizou-se o seu teor de 6leos e graxas para o valor aproximado de 60 g.L.

As repeti¢oes constituiram-se de frascos de acrilico (900 mL), cilin-
dricos e herméticos por vedagio por pressdo e borracha, utilizados
em triplicata para cada tratamento experimental. Cada frasco (reator)
conteve 100 g do material estruturante ao qual foi adicionado o meio
mineral minimo (MM), até 50% de sua capacidade de campo, 10 g do
6leo de soja ou da escuma de caixa de gordura, 1 mL do inoculante e/ou
da lipase comercial, conforme o tratamento experimental, exceto para o
controle. Apos as adi¢des, procedeu-se a mistura dos contetidos de cada
frasco, seguindo-se a introdugao de um frasco de polietileno de 50 mL,
que recebeu 20 mL de solugdo de NaOH 0,5 mol.L"!, destinada & absor-
¢30 do CO,da atividade de biodegradacao, substituida diariamente por
outra livre de ions carbonato no transcorrer do experimento. De cada
frasco foram retiradas 3 amostras de 1 g do substrato: 2 para a quanti-
ficagdo da biomassa fungica e a 1 para o teor de 6leos e graxas, aos 10,
20 e 30 dias experimentais.

A quantificagao do CO, foi realizada a cada 24 horas durante 30 dias,
por meio de leitura de condutividade elétrica. No processo de biode-
gradagdo ocorre o decaimento da condutividade elétrica na solugdo de
NaOH na medida da reagdo com o Co, liberado, formando inicialmente
0 H,CO,, que em seguida da origem a0 NaHCO, e ao Na,CO, (TELES;
MUNARO, CASSINI, 2009). Foi utilizada a Equagao 2.

(C1 _Cx)

Co,(mg)=VxMx22
’ (C,-C,)

onde: V = volume da solugiao de NaOH (mL) empregada na absorgao do
CO,;M = concentragao da solugdo de NaOH (mL) empregada na absorgo
do CO, (mol.L"); C, = medida da condutividade elétrica da solugao padrao
de NaOH (mS.cm™); C= medida da condutividade elétrica da amostra;

C, = medida da condutividade elétrica da solugdo padrdo de Na,CO,.

O teor de 6leos e graxas foi quantificado conforme o método
de extragdo continua em aparelho tipo Soxhlet, segundo o Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2005),
baseado na quantificagdo gravimétrica do material extraido com sol-
vente orginico (hexano). As amostras analisadas foram de 1 g, cole-
tadas aos 0 (data da instalagdo do experimento), 10, 20 e 30 dias, oca-
sides em que foram acidificadas com HCl para pH 2,0 e armazenadas
em freezer a -25°C, até serem utilizadas nas analises.

A biomassa fuingica foi quantificada indiretamente através da deter-
minagio do teor de ergosterol detectado nos substratos de fermentagao,
através do método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
conforme Montgomery et al. (2000), com modificagdes. Para a extragao

do ergosterol das amostras foi utilizado 1 g do substrato em um tubo de
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ensaio, ao qual adicionou-se 5 mL de metanol e procedeu-se a agitagdo
em vortex, durante 1 min. Ap6s repouso de 10 min, os sobrenadantes
foram transferidos para tubos tipo Eppendorf de 1,5 mL e centrifuga-
dos por 10 min a 10.000 rpm e 22°C. Os sobrenadantes foram entdo
filtrados em papel de filtro com porosidade de 0,22 um e armazenados
em frascos tipo vials, que foram mantidos em freezer a -25°C até a sua
utilizagdo, que ocorreu no maximo em 30 dias.

Para as andlises foi utilizado cromatdgrafo (Shimadzu, modelo LC -
20 AD/T) com sistema binario de solventes, equipado com coluna C18
(100 por 2,1 mm). A fase mével foi isocratica com metanol (grau CLAE)
e dgua (qualidade Milli-Q) na razao 95:5 (v/v), filtrados e degaseifi-
cados por 15 min, com a vazdo de 0,5 mL.min". O tempo de corrida
durou aproximadamente 7 min e a identificagdo, bem como integra-
¢do do pico de ergosterol, foi por comparagdo de tempos de retengdo
do padrdo e da amostra; e a pureza verificada através dos espectros
de absorbancia obtidos no inicio, dpice e término do pico, cuja leitura
ocorreu a 282 nm. Para a construgdo da curva padrao (padronizagdo
externa), que foi linear, passou pela origem e cobriu a faixa de concen-
trado das amostras, utilizou-se ergosterol com pureza minima de 95%
e 7 pontos de leitura, cujas concentragdes variaram de 5,0 a 500 ug.mL".

Para aferir o contetido de ergosterol presente na biomassa pura de
Penicillium sp. F002 e Rhizomucor sp. F018, os fungos foram cultivados
em frascos Erlenmeyers de 250 mL com MMOS por 30 dias, em shaker
a30°C e 150 rpm. Aos 10, 20 e 30 dias foram coletadas suas biomassas
através de filtragem, seguindo-se sua lavagem com acetona e sucessivas
lavagens em dgua com qualidade milli-Q. Transferidas para papéis de
filtro previamente secos a 60°C, e pesados, procedeu-se a sua secagem
a essa temperatura até peso constante e entdo a pesagem.

A biomassa seca foi obtida pela diferenca entre as pesagens dos papéis,
sem e com a presenga das biomassas. Amostras de 1 g de biomassa seca
foram congeladas com a utilizagdo de nitrogénio liquido e trituradas em
almofariz, que em seguida foram acrescidos de 5 mL de metanol. Em seguida

procedeu-se conforme descrito para as analises cromatograficas.

Analises estatisticas

Para as andlises estatisticas dos dados obtidos e a confec¢do dos grafi-
cos e tabelas, foram utilizados os softwares SPSS for Windows versiao
11.5.0 e Excel (Microsoft Office Home and Student 2013).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Isolamento, pré-selecao e identificacao de
fungos filamentosos produtores de lipases
A partir das amostras dos tecidos vegetais e dos insetos necrosados por
fungos, como também do solo e das escumas de esgoto sanitario e de cai-

xas de gordura, foram obtidos cem isolados de fungos filamentosos, dos
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quais 67 apresentaram crescimento variavel e reacdo positiva quanto as
atividades lipasicas extracelular e ou intracelular, nos meios de cultura MB
e MMOS,, respectivamente. Os isolados que apresentaram reagao positiva
foram identificados ao nivel de género e enquadrados como pertencentes
a Aspergillus, Beauveria, Botrytis, Cladosporium, Colletotrichum, Fusarium,
Geotrichum, Mucor, Penicillium, Rhizomucor e Verticillium (Tabela 2).

A atividade lipasica é comumente medida pelo monitoramento da
liberagdo de acidos graxos ou glicerol a partir do triacil glicerol; e o uso
de meio s6lido com substratos indutores como dleos vegetais, trigliceri-
deos padrdes (tributirina, trioleina), Tween 80 e corantes tem sido far-
tamente descrito na literatura, visando a pré-sele¢ao de microrganismos
produtores de lipases (SANDOVAL & MARTY, 2007). Para atender a
esse proposito, no presente trabalho, os meios de cultura e procedimen-
tos adotados foram considerados satisfatorios com base nos resultados
obtidos, visto que os meios de cultura sélidos MB e MMOS, permiti-
ram, partindo-se de um grande numero de isolados, evitar escapes no
processo de pré-selecao, advindos da forma predominante e detectavel
de atividade lipasica exibida pelos fungos isolados.

No meio de cultura MB, ocorreu a formagdo de um halo opaco em
torno das colonias fingicas (Figuras 1B e C) de 4 lisolados fungicos
dentre os 100 analisados. Tal reagao decorre da atividade lipasica extra-
celular, com a formagao de cristais de célcio do 4cido laurico, pela com-
pleta degradagéo dos sais de lipidio (HANKIN & ANAGNOSTAKIS,
1975; COLEN; JUNQUEIRA; MORAES-SANTOS, 2006).

No meio de cultura MMOS, observou-se a coloragao “laranja fluo-
rescente” em toda a extensdo das colonias fungicas (Figura 1D), quando
submetidas a radiagdo UV com comprimento de onda de 354 nm, de
51 isolados dentre os 100 analisados. Essa reacio decorre da atividade
lipolitica intracelular, pela presen¢a de cadeias longas de gliceridios
nao solaveis pela hidrdlise enzimatica no interior das hifas (KIM et al.,
2001 apud HASAN; SHAH; HAMEED, 2009).

Apesar da utilidade de meios-agar para a detecgdo de atividade lipa-
sica de fungos filamentosos, é necessario que se leve em conta varia-
¢des de resultados, de acordo ndo somente com o isolado, mas tam-
bém com a composi¢ao do meio de cultura utilizado e as condi¢des de
cultivo, como as fontes de carbono e nitrogénio, o pH e a temperatura.
Dificuldades podem advir também do rapido crescimento das colonias
em certas espécies, da baixa atividade lipolitica em outras e da possibili-
dade de reagdes de corantes com metabdlitos ndo enzimaticos, levando
a expressdo de falsos resultados (COLEN; JUNQUEIRA; MORAES-
SANTOS, 2006; SINGH & MUKHOPADHYAY, 2012).

Selecao de fungos produtores

de lipases através do indice enzimatico

Nessa etapa, foi utilizada a razio entre o raio do halo opaco e o raio
das coldnias dos fungos, medida com paquimetro e denominada IE,

para quantificar a atividade lipdsica extracelular de 41 isolados fingicos
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Género

Isolado

Procedéncia

Tabela 2 - Género e caracteristicas dos isolados flingicos obtidos, quanto a procedéncia, crescimento de colonias e atividade lipasica, nos meios MB e MMOS,.

u

Reacao

MMOS,

512

FO92 Caixa de gordura RU 260 *
FO31 Escuma de caixa de gordura RU 220 *
Aspergillus FO68 Escuma de caixa de gordura RU 310 323 +
FO79 Escuma de caixa de gordura RU 313 >
FO81 Escuma de caixa de gordura RU 353 440 +
FOO9 Atta capiguara (adulto) 148 45 +
FO35 Spodoptera frugiperda (larva) 302 65 +
FO36 Hypothenemus hampei (adulto) 183 78 +
FO37 Hypothenemus hampei (adulto) 183 78 +
FO38 Hypothenemus hampei (adulto) 137 50 +
FO39 Hypothenemus hampei (adulto) 67 6,7 +
FO40 Hypothenemus hampei (adulto) 18,7 93 +
FO4 Hypothenemus hampei (adulto) 138 58 +
FO42 Hypothenemus hampei (adulto) 148 73 +
FO43 Hypothenemus hampei (adulto) 155 58 +
FO44 Hypothenemus hampei (adulto) 130 52 +
FO45 Hypothenemus hampei (adulto) 93 38 +
) FO46 Hypothenemus hampei (adulto) 147 58 +
Beauveria
FO47 Hypothenemus hampei (adulto) 143 58 +
FO48 Hypothenemus hampei (adulto) 12,2 48 +
FO49 Hypothenemus hampei (adulto) 14,7 55 +
FO50 Hypothenemus hampei (adulto) 145 58 +
FO52 Hypothenemus hampei (adulto) 163 75 +
FO53 Hypothenemus hampei (adulto) 158 72 +
FO54 Hypothenemus hampei (adulto) 125 55 +
FOB5 Hypothenemus hampei (adulto) 16,2 53 +
FO56 Hypothenemus hampei (adulto) 16,7 6,7 +
FO59 Hypothenemus hampei (adulto) 165 70 +
FO60 Deois flavopicta (adulto) 178 87 +
Foel Mahanarva posticata (adulto) 180 78 +
FO92 Hypothenemus hampei (adulto) 148 55 +
Botrytis FO93 Escuma de caixa de gordura R 395 140 +
FO27 Musa acuminata (fruto) 107 **
) FO28 Musa acuminata (fruto) 97 **
Cladosporium -
FO72 Carica papaya (fruto) n3 6,7 +
FO98 Carica papaya (fruto) 107 60 +
FO64 Carica papaya (fruto) 207 **
FOB5 Carica papaya (fruto) 245 107 +
, FO66 Carica papaya (fruto) 317 *
Colletotrichum -
FO7 Carica papaya (fruto) 287 *
FO26 Musa acuminata (fruto) 387 o
FO76 Licania tomentosa (folha) 30.2 132 +
FO10 Musa acuminata (caule) 447 188 +
FO67 Carica papaya (fruto) 403 368 +
Fusarium FO74 Carl:ca papaya (fruto) 350 4272 +
FO75 Carica papaya (fruto) 500 *
FO84 Solo de pomar 67 73 +
FO90 Escuma de caixa de gordura R 450 270 +
FO96 Escuma de caixa de gordura RU 318 195 +
Geotrichum FO97 Escuma de caixa de gordura RU 273 163 +
FO99 Escuma de caixa de gordura RU 252 138 +
Continua..
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Tabela 2 - Continuacao.

Colénia (mm)*
| mMB___| MMOS,
9‘7 *%

Reacdo Reacao
MB MMOS,
+ B

FOO2 Escuma de caixa de gordura RU
FOO6 Escuma de caixa de gordura RU 90 * +
FO15 Escuma de caixa de gordura RU 262 * +
FO22 Escuma de caixa de gordura RU 217 * +
o FO29 Escuma de caixa de gordura RU 147 73 +
Penicillium -
FO62 Escuma de caixa de gordura RU 187 93 +
FOG9 Escuma de caixa de gordura RU 133 70 +
FO83 Solo de pomar 227 105 +
FO87 Escuma de caixa de gordura R 325 > +
FO89 Escuma de caixa de gordura R 73 60 + +
FO12 Escuma de esgoto sanitario >900 387 - +
FO18 Escuma de caixa de gordura RU >900 595 - +
Rhizomucor FO19 Escuma de caixa de gordura RU >900 343 +
FO93 Escuma de caixa de gordura R >900 560 +
F100 Escuma de caixa de gordura RU >900 357 - +
Verticillium FOO7 Escuma de esgoto sanitario 83 30 + +

*Média de 3 repeticoes e leitura com 96 horas de incubacdo a 28°C e escuro; MB: meio basal; MMOS: meio minimo + leo de soja + rodamina B; **inexisténcia de crescimento
e ou biomassa rala e pouco perceptivel, dificultando a medicao; R: residencial; RU: restaurante universitario da Universidade Federal do Espirito Santo.

Figura 1 - Auséncia de atividade lipasica detectada para Fusarium sp. (FO67) no meio MB (A); atividade lipasica (halo opaco) detectada para
Colletotrichum gloeosporioides (FO76) e Cladosporium sp. (FO28) no meio MB (B, C); atividade lipasica (cor laranja fluorescente) detectada
para Rhizomucor sp. (FO18) no meio MMOS,_, sob radiagdo ultravioleta (D). Incubacao a 28°C, por 96 horas, no escuro.

pré-selecionados (etapa anterior). Os 10 isolados com maiores valores
obtidos para essa variavel, dentre os 41 analisados, foram os seguin-
tes, conforme ordem decrescente de atividade: F002, F096, F035, F007,
F041, F028, F045, F048, F076, F064 e F065 (Figura 2).

Utilizando metodologia semelhante a utilizada neste trabalho, Colen,
Junqueira e Moraes-Santos (2006) avaliaram a capacidade de produgao
de lipase por 73 isolados fingicos, 14 obtidos de cole¢es de cultura e 59
obtidos de amostras do solo do cerrado de Minas Gerais, com o emprego
de técnicas de enriquecimento seletivo. Foram selecionados 21 isolados
em fun¢ao da razdo entre os raios do halo lipolitico e das colonias, 11 deles
considerados bons produtores de lipases, sob condigdes de fermenta-

¢do em estado liquido (culturas agitadas) e solido, em etapa posterior.

Potencial hidrolitico de
Penicillium sp. FOO2 e Rhizomucor sp. FO18
Nessa etapa foi avaliado o potencial hidrolitico dos isolados fingicos

Penicillium sp. FO02 e Rhizomucor sp. FO18, anteriormente selecionados
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por se destacaram na expressao de suas atividades lipasicas extracelular
e intracelular, respectivamente. A hidrdlise de 6leo comestivel de soja e
de escuma de caixa de gordura foi indiretamente estimada em condi-
¢des de fermentacdo em estado sdlido, em um sistema respirométrico
aerobio, através das varidveis produgao de CO,, percentagem de remo-
¢do de oleos e graxas do substrato e crescimento da biomassa fingica.

Os resultados mostrados nas Figuras 3A e B permitiram verificar
que os fungos inoculados levaram a produc¢do de maior quantidade de
CO, indicando maior quantidade de carbono biodegradado. A menor
produgdo de CO, ocorreu nos controles (tratamentos nos quais nao
ocorreu inoculagio). A remogéo do teor de 6leos e graxas mostrou-se
com tendéncia inversamente proporcional a produgdo de CO,,em todos
os tratamentos analisados.

Observou-se maior produg¢io acumulada de CO, nos fermentados
com Rhizomucor sp. FO18, que tiveram o acréscimo da lipase comercial,
tanto para o 6leo de soja (OSLF018) quanto para a escuma de caixa
de gordura (ECGRULFO18). Esse resultado foi atribuido a facilitagdo
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de atividade lipasica intracelular, cujo potencial ja havia sido demons-
trado por esse isolado etapa de pré-selecdo, decorrente do choque
enzimitico pela dose elevada da lipase, que acelerou a degradagdo dos
triglicerideos presentes no substrato.

Nos fermentados com Penicillium sp. F002, o acréscimo de lipase
aos tratamentos experimentais (OSLF002 e ECGRULF002) resultou
em elevagdo da produgio acumulada de CO,, porém em niveis infe-
riores. Tal resultado pode ser atribuido ao potencial inferior para ati-
vidade lipasica intracelular apresentado por esse isolado, em relagao
a0 Rhizomucor sp. F018, previamente constatado neste trabalho, por-
tanto, a capacidade inferior de resposta ao choque enzimatico oriundo
do acréscimo da lipase comercial utilizada.

Os valores obtidos para produgdo acumulada de CO, e redugéo do
teor de dleos e graxas (Tabela 3), relativos aos tratamentos sem a ino-
culagio dos fungos, porém com o acréscimo de lipase comercial, tanto

para o 6leo de soja (OSL) quanto para a escuma de caixa de gordura

(ECGRUL), foram atribuidos a agio de fungos e bactérias contaminan-
tes, ndo quantificados, oriundos do ambiente de trabalho e ou sobre-
viventes aos processos de esteriliza¢ido previamente utilizados, benefi-
ciados também pelo choque enzimatico nos substratos.

Métodos microbioldgicos como contagem de unidades formado-
ras de colonias sdo amplamente empregados para estimar a quantidade
de biomassa fungica presente em vérios tipos de substratos. Porém, os
valores das unidades formadoras nao refletem exatamente a biomassa
fungica, mas sim a quantidade de esporos fingicos produzidos, além
de serem trabalhosos e demorados, conforme Gutarowska e Zakowska
(2009). Por isso a opgio pela utilizagdo do conteudo de ergosterol para
estimar a quantidade de biomassa fingica de Penicillium sp. F002 e
Rhizomucor sp. FO18 presente nos substratos de cultivo, analisado
por CLAE, adaptando-se a metodologia as condigdes e objetivos para
sua utilizacdo no presente trabalho. Foram também levados em con-

sideragdo na defini¢do metodoldgica, os fatos de que o contetido de

2000
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Indice enzimatico
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Figura 2 - Dez isolados de fungos filamentosos com os maiores valores de indice enzimatico detectados no meio de cultura basal, com 96 h de

incubacgdo a 28°C.
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ergosterol difere entre géneros e espécies, e que sua sintese e distribui-
¢do é varidvel com os estdgios de crescimento ou idade fisioldgica dos
fungos (MONTGOMERY et al., 2000).

Para se chegar aos valores de biomassa fungica expressos na
Tabela 3, foi utilizada a razdo de conversdo ergosterol — biomassa
fingica, definida como micrograma de ergosterol por grama de bio-
massa fungica seca (p.g"), que apresentou os valores médios (n = 3) de
1,28 (10 dias), 1,57 (20 dias) e 1,49 (30 dias) para Penicillium sp F002
ede 1,55 (10 dias), 1,52 (20 dias) e 1,54 (30 dias) para Rhizomucor sp

F018. O crescimento de biomassa desses fungos, analisada nos trés

tempos, foi quantificado com base nos valores da razao de conversao
para eles definidas e nos valores quantificados de ergosterol, através
de CLAE, a partir de amostras do substrato dos diferentes tratamen-
tos, e os resultados expressos em miligrama de biomassa fungica por
grama de substrato seco (mg.g"). Nao foram determinados os valo-
res de biomassa fungica para os tratamentos que nao foram inocu-
lados com os fungos.

Conforme a Tabela 3, maior produgio de CO, e crescimento da
biomassa e, menor teor de dleos e graxas (maior remog¢ao), foram

verificados em relagdo aos tratamentos com inoculagdo de Penicillium
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60,0 {t
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OS FO18 OS L FO18 OS FOO2 FO18 ECG-RU FOO2 FOI8
O&G: teor de 6leos e graxas; OS: dleo de soja; L: lipase comercial; FOO2: fungo Penicillium sp,; FO18: fungo Rhizomucor sp.; ECG-RU: escuma de caixa de gordura do
restaurante universitario da Universidade Federal do Espirito Santo. Incubagao em condicdes estaticas e de escuro, a 30+20C.

Figura 3 - Producdo acumulada de CO, (30 dias) e teor de 6leos e graxas aos 0, 10, 20 e 30 dias, a partir da biodegradacao aerdbia de 6leo de soja

comercial (A) e escuma de caixa de gordura (B).
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sp. F002 e Rhizomucor sp. F018. As diferengas estatisticamente signi-
ficativas entre os valores das médias foram definidas através da uti-
lizagdo do teste de Tukey (p = 0,05). Foram observadas correlagdes
lineares (Pearson) positivas e fortes entre as varidveis produg¢io de
CO, e crescimento da biomassa flingica, e negativas e fortes entre
produgdo de CO, ou crescimento da biomassa e teores de ¢leos e
graxas presentes no substrato, nas quantificagdes efetuadas aos 10,
20 e 30 dias do experimento, em rela¢ao aos tratamentos com ino-
culagdo, com valores para R’ nas anélises de regressio linear, que
variaram de 0,81 a 0,99.

Os valores obtidos para as trés variaveis analisadas, relativos aos
tratamentos em que Penicillium sp. FO02 e Rhizomucor sp. FO18 foram
inoculados em conjunto (indculo misto), superiores estatisticamente,
podem ser atribuidos ao efeito de complementaridade dos seus poten-
ciais de atividade lip4sica, que superou até mesmo o efeito do acrés-
cimo da lipase comercial, nos tratamentos nos quais foram inoculados
isoladamente ou néo foram inoculados e/ou a concentragéo inicial de
esporos (duplicada) recebida pelos tratamentos com a inoculagao mista,
resguardados possiveis efeitos de adi¢do, sinérgicos e ou antagonicos
que podem ocorrer advindos da interagdo entre os isolados inocula-
dos, conforme Webster e Weber (2007).

Muitas espécies de Penicillium tem se mostrado boas produ-
toras de lipases extracelulares, tais como P. citrinum, P. cyclopium,
P, simplicissimum, P. caseicolum, P. restrictum, P. expansum, P. corylophilum,
P, chrysogenum, P. roqueforti, P. camembertii, P. crustosum, P. abeanum,
dentre outras (SINGH & MUKHOPADHYAY, 2012; TURKI, 2013),
corroborando os resultados obtidos neste trabalho. O mesmo verifica-

-se em relacdo ao Rhizomucor, cuja espécie em destaque é R. mihei,

pela produgio da lipase de Rhizomucor mihei (LRM), uma das enzi-
mas mais comercializadas em todo o mundo, sobre a qual Rodrigues
& Fernandez-Lafuente (2010) publicaram extensa revisdo acerca dos
principais usos, caracteristicas e alguns dos aspectos mais relevantes
na transformacéio de 6leos e gorduras.

No presente trabalho, no entanto, o isolado Rhizomucor sp. FO18,
destacou-se pelo potencial exibido principalmente para atividade
lipésica intracelular, a exemplo de espécies com posicionamento
taxondmico muito préximo, como Mucor circineloides, que vem
demonstrando grande potencial para utilizagdo como biocatalisador
lipasico de célula integral, conforme relatos de Andrade et al. (2014)
e Carvalho et al. (2015).

Quando se pretende selecionar fungos produtores de lipases, como
no presente trabalho, os resultados quanto a forma de expressdo da
atividade lipasica (extracelular ou intracelular) devem ser considera-
dos com muito critério, visto que muita variagao tem sido relatada,
tanto para cultivos submersos quanto para cultivos em substratos
solidos, em fungéo dos fatores ja anteriormente citados. Como exem-
plo, com o objetivo de selecionar fungos para utiliza¢ao na forma
de células integrais lipasicas, na transesterificagdo etandlica de leo de
babacu, Andrade et al. (2012) verificaram que os isolados Rhizopus
oryzae (URM 3231 e 4692), Mucor circinelloides (URM 4140 e 4182)
e Penicillium citrinum (URM 4216) mostraram-se bons produtores
de lipase intracelular, enquanto Mucor hiemalis (URM 4144) e Mucor
piriformis (URM 4145) foram fracos produtores, quando cultivados
em substrato solido.

Normalmente as enzimas de uso industrial sdo produzidas na

presenca de indutores. No caso de lipases, a presenca no substrato

Tabela 3 - Producdo acumulada de CO,, teor de 6leos e graxas e biomassa flingica, em trés tempos de avaliagao do potencial hidrolitico de Penicillium
sp FOO2 e Rhizomucor sp FO18 sobre 6leo de soja e escuma de caixa de gordura do restaurante universitario da Universidade Federal do Espirito Santo.

Tratamento (mg.0,1kg") (g.kg" (mg.g"
. 10d ] 20d | 30d | 10d ] 20d | 30d | 10d | 20d | 30d

(68 78,2¢ 27541 3460 580¢ 450¢ 410 Nd Nd Nd
OSL 3779¢ 541,7¢ 6130¢ 330¢ 180° 14,7° Nd Nd Nd
OS FOO2 3814¢ 448]1° 492,0¢ 350« 310° 310¢ 405¢ 540" 618°
OS L FOO2 3997¢ 499,0¢ 56749 230° 197¢ 195¢ 704p 8,20¢ 991e
OS FO18 3808¢ 440.8¢° 492,3¢ 36,7¢ 29,7° 28,3¢ 4.37¢ 592¢ 6,14¢
OSLFO18 4819° 611,0° 701,20 180° 14,08 137° 10022 1246° 13308
OS FOO2 FO18 523]° 64872 74002 1732 1302 1002 10562 12918 1363°
ECG-RU 215,59 329,79 36249 593" 46,7¢ 47 Nd Nd Nd
ECG-RU L 479.8¢ 6424¢ 704,8¢ 290¢ 153 14,00¢ Nd Nd Nd
ECG-RU FOO2 3539 408,2' 446,7' 350¢ 30,70 300¢ 457 4310 470¢
ECG-RU L FOO2 501,3¢ 5983¢ 665,8¢ 22,30 17.7¢ 16,7¢ 848° 904¢ 103
ECG-RU FO18 374,7¢ 4265¢ 466,0¢ 38,7¢ 273° 26,34 457¢ 471¢ 514¢
ECG-RU L FO18 626,2° 7606° 806,2° 190%® 1302 1,72 12522 13220 14,52°
ECG-RU FOO2 FO18 659]° 8074 864,0° 173 130° 1002 12,86° 14,22 15272

O&G: teor de dleos e graxas; BF: biomassa fungica; OS: éleo de soja; L: lipase comercial; ECG-RU: escuma de caixa de gordura do restaurante universitario da Universidade
Federal do Espirito Santo; FOO2: fungo Penicillium sp; FO18: fungo Rhizomucor sp; **<“cfimédias seguidas por letras iguais, no ambito dos conjuntos separados pela linha
transversal, nao diferem significativamente pelo teste de Tukey (p=005); Nd: ndo determinada.
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de triglicerideos, surfactantes, dleos vegetais, residuos oleosos indus-
triais ou seus produtos de hidrdlise apresentam capacidade indu-
tora, conforme Turki (2013). No presente trabalho, o dleo de soja
e a escuma de caixa de gordura constituiram indutores oleosos de
atividade lipasica, portanto hidrolitica, e também como fontes
de carbono, para os fungos analisados. O consumo dessas fontes
carbonéceas hidrolisadas, principalmente quanto ao seu conteido
lipidico, serviu como importante varidvel (remogao de 6leos e gra-
xas) para estimar o potencial hidrolitico dos isolados Penicillium
sp. F002 e Rhizomucor sp. FO18 (Figura 3 e Tabela 3).

A areia e a vermiculita utilizadas como suporte aos substratos
oleosos hidrolisados, simulando solo natural, por serem mine-
rais inertes ndo constituiram fontes de nutrientes para os fungos
avaliados, possibilitando inferir que os valores obtidos para as
trés variaveis analisadas advieram do potencial intrinseco cons-
titutivo (genético) dos mesmos. Os fatores ndo constitutivos com
possivel influéncia em relagdo ao potencial hidrolitico apresen-
tado pelos dois fungos foram as condigdes ambientais de incu-
bac¢do e o meio minimo mineral utilizado (composi¢do quimica
bem definida), idénticos para todos os tratamentos experimen-
tais, fato que contribuiu para a facilitagdo da reprodugao, repe-

ticdo e confiabilidade.

CONCLUSOES

A utilizagdo conjunta dos meios de cultura sélidos MB e MMOS,,
indicadores de atividade lipasica extracelular e intracelular, respecti-
vamente, evitou perdas por escape de isolados, pela impossibilidade
ou deficiéncia de detecgio da atividade lipasica em um deles, na etapa
de pré-selecio, partindo-se de um consideravel niimero (cem isolados)
obtido das diferentes fontes utilizadas. No meio MB foram detectados
crescimento e atividade lipasica para o isolado Penicillium sp. F002 e
ndo para o isolado Rhizomucor sp. F018. No meio MMOS, ocorreu o
inverso, e Rhizomucor sp. FO18 destacou-se como o de maior cresci-
mento da biomassa, dentre todos com reagédo positiva para atividade
lipasica intracelular, nesse meio de cultura.

O IE foi ttil para a quantificagdo da atividade lipasica extracelular,
permitindo a selecio do isolado Penicillium sp. F002, pelo maior valor
apresentado para essa varidvel dentre os isolados avaliados. A hidrolise
do dleo de soja e da escuma de caixa de gordura serviu a afirmagio do
perfil de atividade lipasica dos isolados Penicillium sp. F002 e Rhizomucor
sp. FO18, credenciando-os a pesquisas subsequentes para utiliza¢do em
processos de tratamento de efluentes oleosos e ou de produgio de bio-
diesel, sendo que o segundo, em fun¢do da atividade lipasica intracelular
apresentada, como potencial biocatalisador de célula integral a ser utili-

zado nos citados processos, de forma econdmica e ambientalmente viavel.
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