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1. INTRODUÇÃO 

Diversas atividades desenvolvidas pela humanidade se caracterizam como 
fontes potenciais de contaminações ambientais. Pode-se citar, como sendo os 
principais geradores de resíduos potencialmente poluentes para o meio ambiente, 
o lixo, o esgoto, a agricultura e as atividades industriais em geral (VEIGA, 2003). 

Os lipídeos presentes nos efluentes são causadores de grandes impactos ao 
meio ambiente, além de provocar agregação de sólidos ou partículas em 
suspensão, levando ao entupimento de redes, dutos e reservatórios do sistema de 
tratamento de esgoto, mau cheiro, transbordamento de fossas e caixas de gordura 
(WILLEY, 2001). Para remoção de gorduras, geralmente são utilizadas caixas de 
gordura comuns que permitem sua separação por retirada de forma manual ou 
grandes tanques providos de raspadores na superfície (MENDES et al., 2005).  

Buscando minimizar os problemas, a utilização das enzimas lipolíticas 
(lipases) possui grande importância, devido à sua capacidade biológica de 
hidrólise de óleos e gorduras, levando a um grande interesse de sua utilização em 
tratamento de efluentes gordurosos (MENDES et al., 2005). A produção de lipases 
pode ser observada em diferentes grupos (plantas, animais e micro-organismos), 
principalmente bactérias e fungos, representam a classe mais utilizada de 
enzimas, em aplicações biotecnológicas (GUPTA; GUPTA; RATHI, 2004). O 
potencial dos micro-organismos em realizar a degradação de poluentes, resulta na 
redução de contaminação do local, chamado processo de biorremediação 
(BOOPATHI, 2000).  

Os biossurfactantes são uns grupos estruturalmente diversos de moléculas 
superficiais ativas sintetizadas por microrganismos (DESAI & BANAT, 1997), além 
disso, suas características são importantes para a degradação de agentes 
contaminantes presentes no ambiente poluído. Os surfactantes são essenciais 
para os processos de biorremediação, portanto, pode-se dizer que alguns 
microrganismos produzem o seu surfactante (biossurfactante) (RIOJAS et al, 
2010). Geralmente, pode-se observa a capacidade de produzir biossurfactantes de 
bactérias dos gêneros Pseudomonas, Bacillus e Serratia (Velázquez et al, 2009). 

Considerando que há micro-organismos que sobrevivem nos ambientes 
poluídos, realizando a degradação de contaminantes em condições normais. O 
objetivo deste estudo foi avaliar diferentes bactérias lipolíticas obtidas de caixas de 
gordura do município de Pelotas, quanto á atividade metabólica e a capacidade de 
produção de biossurfactantes em material gorduroso, a fim de aperfeiçoar 
processos de biorremediação. 



 

 
2. METODOLOGÍA 

Foram coletadas amostras em caixas de gordura implantadas em residências 
e restaurantes da região de Pelotas, RS. O material coletado foi submetido ao 
processo de enriquecimento, que consiste em transferir 10g da amostra para 
frascos de vidro assépticos, contendo 5mL de azeite de oliva estéril e 50mL de 
meio de cultura mínimo líquido (adaptado de SEMIONATO, 2006). Após, os 
frascos foram incubados por 120hs a temperatura de 30°C, a 120RPM, segundo 
metodologia adaptada de Haba et al, 2000. Do material incubado foram utilizados 
100μL para inocular as placas contendo MMS, acrescido de 15g/L-1 de ágar e 
após a esterilização, adicionado de 0,1% de fungicida e uma emulsão preparada 
com 5% de azeite de oliva e 1% de Tween 80 (SEMIONATO, 2006). Foi 
observado o crescimento de diferentes tipos morfológicos de colônias, e estas 
foram repicadas em novas placas e incubadas a 30ºC no período de 72 a 96hs.  

As bactérias isoladas foram enriquecidas separadamente em 10mL de MML 
adicionado de 0,1% de fungicida e 5mL de azeite de oliva, por 96hs a 30ºC. Após, 
as células foram recuperadas por centrifugação (9000rpm durante 15min) e a 
lavagem foi realizada com solução salina (0,85%) e a  centrifugação foi repetida 
por três vezes. Após a lavagem das células foi realizada a padronização da 
densidade do inóculos através do controle de turbidez das culturas. Para 
padronizar a densidade, as culturas foram diluídas e comparadas a uma solução 
padrão Mac Farland de 0,5, equivalendo a 1,5x108 UFC.mL-1.   

O teste de atividade metabólica foi realizado á partir da adição de 20µL de 
Cloreto de 2,3,5 Trifenil Tetrazólio em 180µL de meio mínimo liquido e 20µL de 
inóculo em uma microplaca com 24 poços. Logo após a adição do trifenil, a 
microplaca foi incubada por 36ºC por 20min. A visualização da atividade 
metabólica dos isolados foi realizada através da mudança de coloração da cultura, 
de transparente a vermelho. Para cada isolado foram realizadas cinco repetições.  

Para o teste de emulsuficante, foram incubados 4mL da solução de células 
em tubos de ensaio contendo 6mL de azeite de oliva. Para cada isolado foram 
realizadas três repetições, os quais antes da incubação foram agitados no vortex e 
logo incubados á 30ºC por 96hs. A produção de biossurfactante se avaliou através 
da formula descrita por Cooper et al (1986). O resultado do teste é determinado 
através da altura do emulsionado, dividido pela altura total da solução e depois 
multiplicado por 100, obtendo-se um valor em porcentagem de biossurfactante 
produzido. 

 
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Após o isolamento e a purificação das bactérias do material coletado em 
quatro caixas de gorduras de restaurantes e quatro de residências, foram obtidos 
nove isolados, sendo cinco oriundos de restaurantes e quatro de residências. 

 
 
 



 

Tabela 1- Morfologia bacteriana, arranjo e coloração de Gram dos isolados obtidos. 
G-: Gram-negativo, G+: Gram-positivo. 

Isolados 
Morfología 
Bacteriana 

Arranjo 
Coloração 
de Gram 

Atividade 
metabólica 

Produção de 
biossurfactante 

(media) 

1 Cocos Diplococos G - Não 59,1% 

2 Cocos Diplococos G - Não 56,9% 

3 Cocos Diplococos G - Não 54,5% 

4 Cocos Diplococos G + Não 50% 

5 Cocos Estreptococos G + Sim 54,6% 

6 Cocos Diplococos G - Sim 53,1% 

7 Cocos Diplococos G - Sim 53,8% 

8 Cocos Estreptococos G - Sim 47,1% 

9 Cocos Estreptococos G + Não 53,9% 

    
Após 20 minutos foi observado a atividade metabólica dos isolados na 

microplaca, e verificando que somente quatro bactérias (isolado 5, 6, 7 e 8) 
apresentaram atividade metabólica, sendo que os outros não modificaram a 
coloração para vermelho, indicando o consumo de lipídio como fonte de carbono. 

Para o teste de emulsificante observou-se uma produção média de 53,6% de 
biossurfactante entre os nove isolados. Para análise dos resultados foi calculado a 
média da produção de biossurfactante das três repetições para cada isolado, os 
quais se apresentam na tabela 1. O teste de biossurfactante indica a produção de 
enzimas degradadoras de óleos e graxas, as quais são utilizadas em 
biorremediação. 

O teste de atividade metabólica e teste de biossurfactante foram realizados 
para selecionar os micro-organismos como potencial para a produção de enzimas 
lipolíticas, que poderiam ser eficientes em sistemas de tratamentos de esgoto ou 
efluentes. É possível localizar micro-organismos com capacidade de acelerar os 
processos de biorremediação.  

 
4. CONCLUSÃO 

A partir das amostras estudadas, obtiveram-se nove isolados, sendo 63,6% 
oriundos de caixas de gorduras de restaurante e 36,4% de residências. Para o 
teste de biossurfactante foi observada uma produção média de 53,6% para todos 
os isolados. Para o teste de atividade metabólica, somente quatros isolados (5, 6, 
7 e 8) foram eficientes na metabolização dos lipídios presentes no meio de cultura.  
Os resultados apresentam quatro bactérias as quais possuem alta e rápida 
produção de enzimas lipolíticas. A importância dos testes de emulsificante e 
atividade metabólica permitem a otimização dos processos da biorremediação, 
obtendo-se micro-organismos com altas capacidades de sínteses de enzimas 
lipolíticas. 
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