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RESUMO

As lipases sdo classificadas como hidrolases (EC 3.1.1.3), e agem sobre ligacOes éster de
acidos carboxilicos. Estas enzimas apresentam diversas aplicagdes biotecnoldgicas, em
areas como a industria de alimentos, bem como no tratamento de efluentes industriais
gordurosos. Diante de sua utilidade, nota-se a importancia da realizacéo de pesquisas que
busquem novos ambientes para screening de microrganismos produtores destas moléculas.
Este trabalho objetivou isolar linhagens fangicas com potencial para producdo de lipases
em efluentes da industria de sorvetes. As linhagens foram isoladas de diferentes etapas de
tratamento da estacdo de tratamento de efluentes (ETE) de uma industria de sorvetes. Para
desenvolvimento da bioprospeccdo, foi realizada a diluicdo do residuo, isolamento,
purificacdo de colbnias, descricdo morfologica e por fim a triagem de microrganismos
produtores de lipase. Para o isolamento foram utilizados quatro meios de cultura, sendo eles
Batata dextrose &gar (BDA), meio BDA enriquecido com azeite, BDA enriquecido com
meio comercial em diferentes proporcdes, sendo elas 10% e 25%. Ao final da
bioprospeccdo, foram isoladas 14 linhagens flngicas. O potencial enzimatico para
producdo de lipases foi determinado pelo indice enziméatico. Ap6s medicdo do indice
enzimatico, foram obtidos oito isolados com o potencial de producdo de lipases para
aplicacdo industrial. O maior potencial observado, foi do isolado morfotipo 2, pois
apresentou o maior indice enzimatico.

Palavras-chave: Microbiologia, Efluentes gordurosos, Tratamento bioldgico, Producéao
verde, Microcultivo.



ABSTRACT

Lipases are classified as hydrolases (EC 3.1.1.3), and act on ester bonds of carboxylic acids. These
enzymes have several biotechnological applications, in areas such as the food industry, as well as
in the treatment of fatty industrial effluents. Given its usefulness, the importance of carrying out
research that seeks new environments for screening microorganisms that produce these molecules
is noted. This work aimed to isolate fungal strains with potential for producing lipases in effluents
from the ice cream industry. The strains were isolated from different treatment stages of the effluent
treatment plant (ETE) of an ice cream industry. To develop bioprospecting, residue dilution,
isolation, colony purification, morphological description and finally screening of lipase-producing
microorganisms were carried out. For isolation, four culture media were used, namely Potato
dextrose agar (BDA), PDA medium enriched with olive oil, PDA enriched with commercial
medium in different proportions, 10% and 25%. At the end of bioprospecting, 14 fungal strains were
isolated. The enzymatic potential for lipase production was determined by the enzymatic index.
After measuring the enzymatic index, eight isolates with the potential to produce lipases for
industrial application were obtained. The greatest potential observed was from the morphotype 2
isolate, as it presented the highest enzymatic index.

Keywords: Microbiology, Fatty effluents, Biological treatment, Green production, Microculture.
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1.INTRODUCAO

No ano de 2022, a quantidade de leite produzida no territorio brasileiro atingiu a marca
de 34,6 bilhdes de litros, colocando o pais como o quarto maior produtor mundial, o que
impacta positivamente no progresso social e econdmico nacional. (IBGE, 2022). No entanto,
0 setor de laticinios tem se destacado também na producéo de residuos liquidos e despejo de
efluentes, que pode ser langado sem tratamento adequado nos corpos receptores. (SOUZA,
2022). Considerando os impactos que os residuos podem causar no ambiente, o interesse de
algumas industrias em relacdo aos problemas ambientais vem crescendo cada vez mais.
(GONCALVES, 2020). A elevada concentracdo de triacilglicerdis presentes nos efluentes
destas industrias, faz com que estes necessitem de tratamentos especiais para reducdo de sua

carga potencialmente poluidora.

Diante deste cenario, tém sido buscadas alternativas de tratamentos para os efluentes
da industria de lacticinios e sorvetes. Entre as alternativas, o reaproveitamento dos residuos
nesse segmento pode contribuir positivamente para minimizar os problemas ambientais e
energeéticos, uma vez que estes residuos tém potencial para gerar bioprodutos com diferentes
aplicac@es industriais. (LUCAS et al., 2019). Uma alternativa biotecnoldgica é a producéo e
utilizacao de enzimas como as lipases que podem construir uma rota verde para a degradacao
dos compostos presentes em efluentes devido a sua versatilidade. (OLIVEIRA, et al., 2014;
DE SOUZA, 2019).

As lipases sdo enzimas que participam da hidrélise de dleos e gorduras reduzindo a
quantidade de lipideos nos efluentes, melhorando assim a qualidade destes residuos. Estas
enzimas podem ser de origem animal, de vegetal ou de microrganismos, sendo as lipases
fangicas as que vém adquirindo maior destaque, uma vez que sao excretadas para 0 meio
extracelular, o que facilita sua recuperacdo do meio de cultivo. (COLLA et al., 2012;
SHARMA et al., 2014). Estas enzimas sdo eficientes para a catalise parcial ou total dos
triacilglicerois (TAG), podendo ser aplicadas em diversos segmentos industriais (COLLA et
al., 2016). Diante do exposto, esta pesquisa tem como objetivo realizar a bioprospeccédo de
linhagens fangicas em efluentes da inddstria de sorvetes com potencial para producdo de

lipases.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 PRODUCAO DE EFLUENTES DA INDUSTRIA DE SORVETES

Estima-se que a indUstria de sorvetes movimente US$ 73,8 bilhdes em vendas



mundialmente, com uma perspetiva de crescimento em torno de 10% ao ano em paises como
o Brasil, de acordo com a Associacgdo Brasileira de Industrias de Sorvetes. (RIBEIRO,2020).
O sorvete possui uma composicao diversificada, com aproximadamente 20% de gordura, 8 a
15% de soélidos ndo gordurosos do leite, 13% de aglcar e 0 a 0,7% de emulsificante-
estabilizante, podendo haver variabilidade de acordo com a regido e em diferentes mercados.
(SOUZA etal., 2010). Todos os ingredientes apresentam papel essencial nas caracteristicas do
produto, sendo que a gordura do leite representa o ingrediente mais importante na qualidade
do sorvete e o primeiro a ser estimado na composic¢ao do produto. (QUEIROZ et al., 2009).

Na producéo de sorvete ocorrem etapas para processar o leite juntamente com os demais
ingredientes presentes na composicdo. Ao longo do processamento, € realizada uma
pradonizacdo nas etapas do processo produtivo. Apos a padronizacdo, ocorre a mistura e, logo
em seguida, ocorrem as etapas de pasteurizacdo e homogeneizacao, para que haja fabricacao

do produto final, o sorvete, que seguira para o envase.

Ao final do processo produtivo, deve ser realizada a higienizacdo dos equipamentos,
bem como o descarte dos residuos e efluentes gerados ao longo do processo. Estes residuos e
efluentes geralmente necessitam de tratamento, e podem ser encaminhados para estacdes de

tratamento de efluentes.

A composicdo destes efluentes geralmente inclui; proteinas, carboidratos,
principalmente lactose; gorduras, s6lidos suspensos, nitrogénio e fdsforo. (SANSOLDO,
2019). Os sélidos suspensos séo derivados de coagulos de leite, que correspondem a 90% da
quantidade de gorduras totais do efluente. A presenca dos macronutrientes € influenciada por
outros constituintes, bem como a presenca de nitrogénio que esta relacionada com a alta
concentracdo de proteinas, enquanto o fosforo é proveniente do uso de &cido fosférico e
detergentes na lavagem de instalacbes. Além disso, dependendo da linha produtiva e
disponibilidade de insumos, pode estar incorporado nos efluentes pedacos de frutas, esséncias,
condimentos diversos e subprodutos como o soro. Dessa forma, percebe-se que as
caracteristicas fisico- quimicas do residuo gerado sdo variaveis de acordo com cada producao
e sabor de sorvete, sendo de grande importancia conhecer suas caracteristicas para assim
realizar o tratamento adequado. (KARADAG et al., 2014).

Na estacdo de tratamento da industria de sorvetes, a elevada concentracdo de
triacilglicerois necessita inicialmente ser hidrolisada para, em seguida, ser transformada em

fonte de carbono para microrganismos e, posteriormente, ser convertido em lodo ativado na
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estacdo de tratamento. (DIAS et al., 2021).

Sendo assim, a producdo de laticinios gera detritos sélidos, liquidos e emissdes de ar
que tém o potencial de prejudicar o0 meio ambiente. Nao importa o tamanho ou o nivel de
poluicdo da industria, as leis ambientais exigem que todas as empresas cuidem

adequadamente de seus residuos. (BUSS, 2014).

2.2 TRATAMENTO DE EFLUENTES DA INDUSTRIA DE SORVETES.

De acordo com a norma brasileira ABNT — NBR 9800/1987, efluentes industriais s&o
“residuos provenientes de processos produtivos, aguas de lavagem provenientes de atividades
de limpeza e produtos industriais atualmente utilizados ou produzidos pelas empresas”. A
legislacdo sobre residuos industriais € importante porque determina como as empresas lidam
com os residuos que geram. Esses residuos podem causar danos ao meio ambiente se nédo
forem descartados adequadamente, por isso existem leis que exigem que as empresas sigam

padrdes de tratamento e controle de agua.

As altas variabilidades das aguas residuais tornam, dificil selecionar uma opgéo eficaz
de tratamento, que pode variar entre tratamentos quimicos, fisicos ou biol6gicos. (DE SOUZA
et al., 2021). De modo geral, o tratamento convencional consiste em quatro fases. Comeca
com o pré-tratamento para remover residuos brutos; isto é seguido por tratamento primario
para remover solidos, 6leos e gorduras presentes; depois tratamento secundario para remover
matéria organica e nutrientes (nitrogénio e fésforo) e, em alguns casos, tratamento terciario
para fornecer polimento ao residuo tratado. (AL-SHAMMARI et al., 2015). Todas essas
etapas sdo formadas por meio de uma combinacdo de métodos fisicos, quimicos e biologicos
com o objetivo de adequar os efluentes aos padrdes de lancamento prescritos na legislacao.

(CONAMA, 2005), garantindo a protecdo do meio ambiente.

Um dos objetivos do tratamento bioldgico é retirar a matéria organica (carboidratos,
proteinas e lipidios) do efluente por meio de reagdes bioquimicas realizadas por
microrganismos. Esses microrganismos convertem a matéria organica em dioxido de carbono,
agua e material celular. Essa decomposic¢do biologica do material organico necessita de
condi¢bes ambientais favoraveis, como temperatura, pH e concentragdo, além da presenga ou
auséncia de oxigénio no meio, o que classifica 0 processo como aerobio ou anaerobio,
respectivamente. (METCALF et al., 2015). Nos processos aerobios, a estabilizacdo dos

despejos é realizada por microrganismos, geralmente bactérias aerdbias e facultativas.
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Dentre os tratamentos biolégicos para efluentes gordurosos, o uso de enzimas lipoliticas,
tem sido um tratamento bioldgico viavel, que envolve um pré-tratamento no efluente para
diminuir a quantidade de 6leos e gorduras, facilitando a acdo microbiana durante o tratamento
biolégico. (VALENTE et al., 2010). Deve-se levar em consideracdo que os lipidios s&o
predominantemente encontrados como triglicerideos, enquanto uma pequena porcdo se
apresenta como acidos graxos de cadeia longa (AGCL). Em efluentes com niveis elevados de
triglicerideos, é necessario hidrolisar tais moléculas e converté-las em fonte de carbono para
os fungos durante o processo de tratamento bioldgico, conforme mencionado por Mendes
(2005).

2.3 LIPASES

Enzimas séo catalisadores altamente especificos e extremamente eficientes. Elas tém
a capacidade de degradar seletivamente um composto, sem afetar os demais componentes do
efluente. (MUGDHA et al., 2012). Por essa razdo, o tratamento enzimatico pode ser aplicado
em efluentes com diferentes concentrac@es de poluentes. Vale ressaltar que as enzimas tém
algumas vantagens em relacdo aos catalisadores regulares, como aqueles contendo elementos
como cobre e niquel. (MUGDHA et al., 2012). Isso ocorre devido ao fato de que elas operam
em condicGes menos restritas de pH e temperatura e, do ponto de vista ambiental, s&o mais

aceitaveis por serem biodegradaveis.

Atualmente sdo conhecidas mais de 4000 enzimas, sendo em torno de 200 delas
destinadas para uso comercial e produzidas por microrganismos. (CAIXETA,2019). As
lipases, por sua vez, formam o terceiro maior grupo em vendas mundialmente. (GARRIDO
etal., 2018)

As enzimas podem ser empregadas em diferentes areas e setores industriais, havendo
um potencial relacionado a diminuicdo dos custos de producdo. Para isso, estratégias como
isolamento e identificacdo de novos microrganismos produtores de enzimas mostram-se
extremamente relevantes. (REINEHR et al., 2014). Entre as enzimas com interesse e
aplicacdo nos diversos setores industriais, como para o tratamento de efluentes, as lipases séo
habitualmente encontradas na natureza, podendo ser obtidas a partir de tecidos animais,
vegetais e de microrganismos. As lipases microbianas sdo mais usadas industrialmente devido
as caracteristicas como estabilidade e variedade de atividade catalitica. (DOS SANTOS,
2020).
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Mais da metade das enzimas industriais sdo produzidas por leveduras e fungos
filamentosos e cerca de 30% por bactérias. Apenas 8% sao produzidos por animais e 4% por
plantas. A aplicagdo industrial de enzimas foi possivel gragas aos esforcos iniciais de Jokichi
Takamine (1894, 1914) e Boidin e Effront (1917), que cultivaram enzimas de fungos e
bactérias, respectivamente, em escala industrial. Estas fontes séo economicamente vantajosas
porque o seu simples cultivo ndo envolve qualquer limitacdo em termos de tempo e espaco

em comparagdo com outras fontes.

Tecnologias avangadas permitem sequenciar 0s genomas dos microrganismos de forma
muito eficiente e identificar muitas novas sequéncias geneticas que codificam variantes
enzimaticas. (SRIVASTAVA, 2019). De forma geral, observa-se que estudos focados na
producdo de lipases fungicas com fungos filamentosos tém apresentado resultados bastante
promissores, onde 0s géneros mais estudados sdo Aspergillus, Penicillium, Rhizomucor,
Thermomyces. O principal interesse das lipases de fungos filamentosos é o seu carater
extracelular, o que reduz significativamente o custo total dos processos biocatalisados por
essas enzimas e as torna mais interessantes, do ponto de vista industrial, do que as lipases
bacterianas. (ZAVARISE & PINOTTI, 2019).

3. METODOLOGIA
3.1 COLETA E CARACTERIZACAO DO EFLUENTE DA INDUSTRIA DE SORVETE

O efluente foi coletado na estacdo de tratamento de efluentes (ETE) de uma indUstria
de producéo de sorvetes na cidade de Petrolina-PE. A coleta foi realizada, em trés pontos da
ETE, sendo eles, a entrada do efluente, o local de adensamento do lodo e a saida do efluente.
As amostras foram acondicionadas em vidros especificos e escuros para evitar danos e
mudanca na natureza do residuo. Estes foram levados para o Laboratorio de Biotecnologia
Microbiana (LBM) do Departamento de Tecnologia e Ciéncias Sociais (DTCS — Campus I11)
da Universidade Estado da Bahia, onde foram mantidos a 4°C. Os pardmetros de pH e a
temperatura foram mensurados no momento de coleta para serem mantidos durante o
desenvolvimento do trabalho. Suas condigGes apresentaram variacbes em uma faixa de pH de
5 a 9, sendo favoraveis para o crescimento de fungos. A temperatura nos locais de coleta
variou entre 23°C e 35°C

3.2 DILUICAO DO EFLUENTE PARA BIOPROSPECCAO
O material coletado, foi diluido em série em solucdo salina, utilizando a proporcéo de

100mL de agua destilada autoclavada para 0,99 de NaCl (Cloreto de sodio). Foram testadas
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diluicdes ate 10-3 visando encontrar a mais adequada para o processo de bioprospecdocomo

indicado na literatura por Clark (1995).

3.3. BIOPROSPECCAO E OBTENGCAO DOS ISOLADOS FUNGICOS
O isolamento dos microrganismos foi realizado através da semeadura direta do efluente

diluido em placas de petri contendo diferentes meios de cultivo, sendo: 0 meio contendo agar,
batata e dextrose (BDA), 0o meio BDA enriquecido com azeite a 2%, e 0 meio BDA enriquecido
com meio comercial em duas proporcdes, 10 % e 20%. Em todos os meios foram adicionados
0,5¢/L de antibidtico para evitar o crescimento bacteriano (Tabela 1). Nas placas de petri, foram
inoculados 0,3 mL das amostras de efluente diluidas a 10”2, a melhor dilui¢io identificada para

deteccdo de fungos no efluente, realizando-se o espalhamento com uma alca de Drigalsky.

No total, foram utilizados quatro meios de cultura diferentes, com 5 repeticdes, para
cada amostra de efluente obtida (entrada, adensamento do lodo e saida). As placas foram
incubadas a 30 °C durante 7 dias. A sequéncia do isolamento foi realizada através da técnica
de esgotamento por estrias. (RIBEIRO; SOARES, 2001). Dessa maneira foi realizado o
plaqueamento do residuo em placas de petri com diferentes meios de cultivo, para
posteriormente seguir com a purificacdo de colbnias, até obter placas puras de cada morfotipo

encontrado no residuo.

Tabela 1. Componentes dos meios de culturas utilizados para o isolamento flingico durante o processo de

bioprospeccdo realizado com o efluente da industria de sorvetes, Petrolina-PE, Nordeste do Brasil. *, Ausente.

Componentes Meio Meio Comercial Comercial
BDA BDA
+ Azeite

Batata 2009 200g 200g 200g
Sacarose 20g 209 20g 20g
Agar 10g 10g 10g 10g
Agua 1000 mL 1000 mL 1000 mL 1000 mL
Azeite * 2% * *

Formulacéo

comercial * * 10% 20%

Fonte:Autora,2024.
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3.4 OBTENGAO DAS COLONIAS PURAS
Apds a bioprospeccdo, foi realizado o plaqueamento de todas as coldnias em meio BDA

e foram armazenadas dentro da B.O.D, sob as mesmas condigdes, durante 7 dias. As coldnias
foram visualizadas no microscopio optico para observacdo de suas caracteristicas
morfoldgicas. Para maior tempo de conservacdo dos isolados flngicos, estes foram

conservados pelo método descrito por Castellani (1931).

3.5. LINHAGENS FUNGICAS COM POTENCIAL PARA PRODUQAO DE LIPASES
Para deteccao das linhagens fungicas produtoras de lipases, foi realizado um novo

plagueamento, visando garantir o metabolismo ativo dos microrganismos previamente
isolados e realizar o ajuste da concentracdo de esporos para todos os morfotipos
isolados.Inicialmente, foi realizado o plaqueamento de um disco de micélio em meio BDA.
Apbs crescimento das coldnias, foram adicionados 10mL de agua destilada e autoclavada,
para realizacdo de raspagem nas placas. O liquido obtido, contendo os esporos, foi
armazenado em tubos eppendorf, a 4 °C. A contagem de esporos foi realizada com auxilio de
uma Camara de Neubauer, metodologia proposta por Vicinni (2004), em triplicata com
auxilio do microscépio optico e do programa Image J. Posterior a essa etapa, foi estabelecido
0 ajuste de concentracio para 10°, através da formula C1.V1=C2.V2, onde cada morfotipo

teve sua concentracdo padronizada.

Os isolados obtidos na bioprospecgdo foram inoculados em placas de Petri contendo
meio diferencial para deteccdo de atividade enzimatica, com azeite (2%), e com a gordura
vegetal utilizada pela industria de sorvetes selecionada nesta pesquisa (2%) (Tabela 2). As
placas inoculadas foram incubadas a 28°C durante 48 horas, com 100uL de amostra
distribuidos no meio de cultura. Para avaliar o potencial de producdo de lipases pelas
linhagens fungicas isoladas, foram medidos os halos de decomposi¢do, de acordo com
metodologia proposta por Freire (1996). O crescimento dos halos de decomposicdo foi
acompanhado ap6s incubacdo das placas por 24 horas a 4°C, por meio de aferices com
auxilio de um paquimetro.

Tabela 2. Composicdo para 0 meio de deteccdo enzimatica realizado com as linhagens flngicas obtidas a partir

da bioprospeccao realizado com o efluente da indUstria de sorvetes, Petrolina-PE, Nordeste do Brasil. *,
Ausente.

Componentes Meio com Azeite Meio com Gordura da Palma
Azeite de oliva 204 *
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Gordura da Palma * 2%
Agar 18g/L 18g/L
Tween 80 2% 204

Agua destilada 1000 mL

1000 mL

Fonte:Autora,2024.

Os isolados fangicos que apresentaram halo de degradacao em torno da col6nia tiveram
a atividade enzimatica avaliada pelo indice enzimético (IE), dado pela relacdo do diametro do
halo lipolitico (R) pelo didmetro da colénia (r). (STAMFORD; ARAUJO; STAMFORD,

1998). Desta forma, quanto maior o halo degradativo maior o indice enzimatico. A férmula

utilizada para calcular o IE, para cada isolado foi: IE= ®h/ dc¢
Adotou-se que:
®h- diametro do

halo;

®dc- diametro da

colébnia.

3.6 ANALISE ESTATISTICA
Os dados foram submetidos a analise estatistica por meio do teste de Tukey utilizando

0 programa  estatistico Agrostat (AGROSTAT, 2018),considerando p<0,05.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 OBTENCAO DOS ISOLADOS FUNGICOS E OBSERVACAO MORFOLOGICA
Foram obtidos quatorze (14) isolados fungicos apds bioprospec¢do nos quatro diferentes

meios de cultura (Tabela 3).

Tabela 3. Morfotipos encontrados nos diferentes meios de cultura e locais de coleta utilizados para o isolamento

fungico durante o processo de bioprospeccdo realizado com o efluente da inddstria de sorvetes,Petrolina-PE,

Nordeste do Brasil. BDA, Batata, dextrose e &gar.

MORFOTIPO MEIO DE CULTURA LOCAL DE COLETA
Morfotipo 13 BDA Adensamento do Lodo
Morfotipo 3 BDA com Azeite Adensamento do Lodo
Morfotipo 4 Meio comercial a 10% Adensamento do Lodo
Morfotipo 5 BDA Adensamento do Lodo
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Morfotipo 10 BDA Adensamento do Lodo
Morfotipo 11 BDA Entrada do Efluente
Morfotipo 7 BDA Adensamento do Lodo
Morfotipo 8 Meio comercial a 25% Adensamento do Lodo
Morfotipo 9 Meio comercial a 10% Adensamento do Lodo
Morfotipo 2 BDA com Azeite Adensamento do Lodo
Morfotipo 12 BDA Entrada

Morfotipo 1 BDA com Azeite Adensamento do Lodo
Morfotipo 14 Meio comercial a 10% Adensamento do Lodo
Morfotipo 6 BDA Adensamento do Lodo

Fonte:Autora,2024.

De acordo com a observacdo morfoldgica, as caracteristicas individuais apresentadas em
cada morfotipo foram: O morfotipo 1 apresenta coloracdo branca e amarelo claro, micélio
com volume bastante expressivo, as colonias se organizam de maneira uniforme, mas
esporulada. Suas caracteristicas morfoldgicas a olho nu se diferem dos demais isolados,
entretanto, suas hifas apresentam grande semelhanca, o que indica que pode ser do mesmo

género, mas de espécies diferentes. (Figura 1A).

Ja o morfotipo 2 apresenta coloracdo bege claro, micélio com esporos de volume
mediano, as col6nias se organizam de maneira uniforme e rugosa (Figura 1B). A partir de
bioprospeccéo foi possivel identificar semelhanca morfoldgica do morfotipo 5 com o género
Aspergillus. Estes fungos apresentam coloragdo preta com esporos bem visiveis e de grande
volume, com colénias organizadas de forma bastante esporulada. (Figura 1C). O morfotipo
F1.15 apresenta estrutura diferenciada dos demais, com cor bege e alguns esporos
esbranquicados, micélio com esporos de pouco volume e as colénias com apareéncia rugosa.
(Figura 1D).

Figura 1. Identificacdo morfoldgica dos morfotipos encontrados do efluente da ETE da indUstria de

sorvetes, de acordo com observacao microscopia e caracteristicas da colénia.
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4D.Morfotipo 6

4C Morfotipo 5

Fonte: Autora,2024.

No estudo realizado por Roveda et al. (2010), foi realizada a utilizacdo de efluente de
laticinios para isolar microorganismos e emprega-los como substrato na producao de lipases,
assim como o presente trabalho. O resultado foi a identificagdo de 21 tipos de fungos
diferentes, sendo que aqueles dos géneros Aspergillus e Penicillium demonstraram as mais
altas atividades enzimaticas. Em um estudo conduzido por Rodrigues et al. (2016), cem
isolados de fungos foram avaliados quanto a atividade lipolitica. Esses fungos foram obtidos
de escumas de caixa de gordura, esgoto, solo, tecidos necrosados de plantas e insetos. Foi
observado que as espécies Penicillium sp. e Rhizomucor sp. apresentaram notavel atividade

lipasica na decomposicao de escumas de caixa de gordura.

De acordo com Gopinath et al. (2013), a producdo de lipase extracelular por fungos
Zigomicetos tem sido amplamente estudada, o que justifica a sua inclusao neste estudo. Os
géneros mais referidos na producéo de lipase sdo Rhizopus, Mucor e Rhizomucor .(SHARMA
et al., 2016; PANDEY et al., 2015; COLLA et al., 2012; SINGH E MUKHOPADHYAY,
2012;VERMA et al., 2012). Cunninghamella verticillata, Mucor racemosus, Rhizopus
stolonifer, Absidia corymbifera, Rhizopus oryzae, Rhizopus microsporus e Rhizopus
stolonifer também s&o mencionados como possiveis fungos Zigomicetos para a produgéo de
lipases .(SINGH E MUKHOPADHYAY, 2012; GOPINATH et al., 2013). Por fim, Salgado
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et al. (2016) examinou a producdo de enzimas durante o0 processo de biorremediacédo e
constatou uma alta producdo de lipase por Aspergillus ibericus, Aspergillus uvarum e

Aspergillus niger.

Nesta pesquisa 0 maior crescimento microbioldgico se deu no adensamento do lodo,
devido ao lodo conter mais matéria organica, com condi¢6es mais favoraveis ao crescimento
microbiano. (SALES,2023). O tamanho e a composi¢do de flocos biologicos estdo
diretamente relacionados a qualidade e eficiéncia do processo de tratamento do efluente

realizado pela indUstria em evidéncia.

4.2. DETECCAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA E INDICE ENZIMATICO PARA
LIPASE

Parte dos isolados fungicos obtidos neste trabalho foram submetidos & avaliacdo da
atividade enzimatica para a detecgdo de lipase (Tabela 4). Diante das condicGes oferecidas

aos microrganismos, todos apresentaram potencial enzimatico para producéo de lipase.

Tabela 4. Médias obtidas através do indice enzimatico de cada isolado flngico encontrado no efluente da estacdo
de tratamento da industria de sorvetes, Petrolina-PE, em meios de culturas enriquecidos com diferentes fontes

de gordura no tempo de 144 horas.

ISOLADOS MEDIA AVALIACAO MEDIA AVALIACAO
ENZIMATICA - MEIO ENZIMATICA - MEIO
COM AZEITE DE OLIVA COM GORDURA DE
PALMA
Morfotipo 13 0,220 0
Morfotipo 4 0,251 0,240
Morfitpo 5 0,200 0,233
Morfotipo 10 0,233 0,200
Morfotipo 8 0,251 0,216
Morfotipo 9 0,251 0,200
Morfotipo 2 0,253 0,238
Morfotipo 6 0,237 0,212333

Fonte: Autora,2024.
Nota: (+) isolados que apresentaram producgdo para a enzima lipase para aplica¢des industriais, que estabeleceu

0,2 como fator minimo.

Treichel et al. (2010) relatam que microrganismos produtores de lipase foram
encontrados em diferentes habitats, tais como residuos industriais, fabricas de transformacéo
de 6leos vegetais, laticinios, solo contaminado com 6leo e oleaginosas, entre outros. Locais
que apresentam composi¢cdes de lipideos no ambiente sdo lugares favoraveis para o

crescimento de microrganismos produtores da enzima em estudo. O motivo € que essas
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enzimas sdo degradadoras de gordura.

As lipases fungicas extracelulares, tém sua producdo influenciada pelas condicdes
nutricionais e fatores fisico-quimicos, tais como pH, temperatura e agitacdo. (ROVEDA et al.,
2010). O fator mais importante para a expressao dessas enzimas € a fonte de carbono, uma vez
que a maioria das lipases séo indutiveis. (SANTOS,2015). Dessa forma, o 6leo de oliva, devido
a grande quantidade de &cido oleico, também utilizado neste trabalho, é uma alternativa de

baixo custo para ser utilizado como substrato de grande potencial pra exibi¢éo da enzima lipase.

As lipases sdo consideradas enzimas induziveis (THAKUR, 2012), e 6leos e gorduras
sdo bons indutores para aumentar a produtividade das enzimas lipoliticas (RIGO, 2009).
Apesar disso, Reinehr (2015) relata que muitas vezes a suplementagdo ndo resulta no aumento
da producdo de lipase, devido ao efeito inibitério causado pelo excesso de substrato. Ao se
considerar a selecdo de fungos produtores de lipase, como neste trabalho, os resultados
referentes a forma de expressao da atividade da lipase (extracelular ou intracelular) devem ser
considerados com muito cuidado, pois muitas variagdes tém sido relatadas conforme Andrade
etal. (2012)

Os valores de indice enzimatico da lipase para as linhagens fungicas isoladas nos
diferentes meios estdo apresentados na Tabela 4. Os gréficos abaixo apresentam a comparacao

entre as médias dos indices enzimaticos ao longo tempo (Grafico 1).

Gréfico 1. Isolados com potencial enzimético para aplica¢des industriais, representando o Halo Hidrolitico de

cada morfotipo no meio BDA enriquecido com azeite de oliva.
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Fonte: Autora,2024.
Gréfico 2. Isolados com potencial enzimatico para aplicacdes industriais, representando o Halo Hidrolitico

de cada morfotipo no meio BDA enriquecido com a gordura de palma.
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Fonte:Autora,2024.

O morfotipo 2, possui 0 maior halo hidrolitico ao longo do tempo, ao fim das 144
horas, apresenta 0,2533mm no azeite e 0,238mm na palma, apresentando um comportamento
linear e crescente em ambos os tratamentos, que morfologicamente se assemelha com o
género Penicillium, morfotipo 8 e o morfotipo 9 apresenta comportamentos semelhantes ao
longo do tempo, sendo assim apresentaram resultados proximos, sendo eles, 0,251mm no
azeite, em ambos, 0os morfotipos apresentaram o mesmo indice de degradacdo no tratamento
do azeite de oliva, ja na gordura de palma os halos foram de 0,216mm e 0,192mm,

respetivamente.

O morfotipo 13 degradou apenas o meio enriquecido com azeite, resultando em um
halo de 0,220 mm, ao final das 144 horas. O morfotipo 4 apresentou o segundo maior halo
hidrolitico resultando em um halo de 0,251mm no azeite de oliva, igualmente ao morfotipo
10, entretanto, o morfotipo 4 também degradou o meio BDA enriquecido com a gordura de
palma, resultando em um halo de 0,240mm ao final das 144 horas, ja& 0 morfotipo 10 nao

degradou o meio enriquecido com a gordura de palma.

Avaliar a atividade enzimatica pode ser feito observando a velocidade de producéo do
produto ou a velocidade de consumo do substrato. Essa atividade é influenciada por diversos
fatores, como tempo de reacdo, concentracao de nutrientes, enzima, presenca e concentracdo
de indutores, substratos, pH, agitacdo, temperatura e cofatores ou inibidores. A atividade
especifica, por sua vez, é determinada pela quantidade de enzima em relagdo ao nimero de
unidades por miligrama de proteina, 0 que indica a pureza da enzima. Quanto maior a
atividade especifica da enzima, menor a probabilidade de estar associada a outras enzimas,
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garantindo a pureza do produto final. (COLLA; REINEHR; COSTA, 2012).

As enzimas lipases provenientes de micro-organismos podem ser obtidas atraves de
culturas submersas, as vezes utilizando células imobilizadas, onde diversos estudos estdo em
andamento para determinar as condi¢6es ideais e 0s nutrientes necessarios para a producao da
lipase. Uma vez produzida, a atividade da lipase pode ser afetada pelo tipo e quantidade de
fontes de carbono, temperatura, pH do meio e concentragéo de oxigénio dissolvido no caso
do processo biolégico submerso. De maneira geral, as lipases sdo estaveis em altas
temperaturas, operam em uma ampla faixa de pH, possuem alta especificidade e seletividade,

0 que torna sua utilizacdo aplicavel em diversos processos industriais.

O desvio padrdo entre os tratamentos que os morfotipos foram submetidos para a
producdo do indice enzimatico, também foi uma medida relevante, visto que na literatura o
azeite de oliva é o mais utilizado como indutor de lipase, apesar de haver teste com meios
alternativos. Neste trabalho, a gordura de palma apresenta um comportamento mais linear,
tendo um potencial degradativo mais controlado conforme o tempo, apresentando um menor

grau de dispersdo e estatisticamente foi o tratamento que foi considerado mais adequado.

Os morfotipo 4, 5, 10 e 6, apresentaram um comportamento linear crescente com
coeficientes de regressao satisfatorios. O morfotipo 13 apresentou uma equacdo logaritmica
crescente sugerido que também o valor de x e y aumentaram de maneira simultadnea com bons
coeficientes de regressdo. Os morfotipos 9 e 2 se assemelharam por apresentarem um
comportamento polinomial. Apesar do meio BDA enriquecido apresentar maior degradacao
em um intervalo de tempo, o meio enriquecido com a gordura de palma apresenta um
comportamento menos disperso, sendo assim apresentando um menor desvio padrao (Grafico
4), constante e controlado, o que o torna mais interessante quando se considera a perspectiva

industrial.

Gréfico 4. Desvio padrdo em relagdo aos meios de culturas enriquecidos com a gordura de palma e azeite, a fim

de comparar o conjunto de dados fornecidos através do Halo Hidroltico de cada morfotipo
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Neste trabalho utilizou o azeite de oliva e a gordura de palma constituidas por
indutores de 6leo de atividade lipasica, ou seja, hidrolitica, e como fonte de carbono, para os
fungos analisados. O consumo desses recursos carbono hidrolisado, especialmente em termos
de seu contetdo lipidios, serve como uma variavel importante (remocéo de dleo e gordura)

para avaliar o potencial hidrolitico dos isolados.

5. CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento deste trabalho possibilitou a confeccdo de uma biblioteca de
microrganismos com potencial para a producdo de lipase. Além disso, com relacdo aos
indutores para producdo de lipases, o azeite de oliva e a gordura de palma mostraram-se
eficientes. No entanto, o que mostrou maior sucesso em induzir a producdo de lipase foi a
gordura de palma, sugerindo a possibilidade do emprego de um indutor de baixo custo para
obtencéo de lipases fungicas.

As linhagens flngicas isoladas nesta pesquisa devem ser identificadas e,
posteriormente testadas para avaliacdo da eficiéncia de producdo de lipase e possivel

aplicagdo biotecnoldgica, como no tratamento de efluentes.
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