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1. INTRODUCAO

Diversas atividades desenvolvidas pela humanidade se caracterizam como
fontes potenciais de contaminacfes ambientais. Pode-se citar, como sendo 0s
principais geradores de residuos potencialmente poluentes para o meio ambiente,
o lixo, o esgoto, a agricultura e as atividades industriais em geral (VEIGA,
2003).0s lipideos presentes nos efluentes sdo causadores de grandes impactos
ao meio ambiente, além de provocar agregacdo de solidos ou particulas em
suspensao, levando ao entupimento de redes, dutos e reservatorios do sistema de
tratamento de esgoto, mau cheiro, transbordamento de fossas e caixas de gordura
(WILLEY, 2001).

O processo metabdlico dos microrganismos € responsavel pela remocéo de
contaminantes (MANDRI&LIN, 2007), reduzindo a sua concentracdo no local da
remocao (BELLO, 2007) ou da transformacdo dos poluentes em compostos de
baixa toxicidade (COLLA& COSTA, 2003). Buscando minimizar os problemas, a
utilizacao das enzimas lipoliticas (lipases) possui grande importancia, devido a sua
capacidade biolégica de hidrélise de Oleos e gorduras, levando a um grande
interesse de sua utilizacdo em tratamento de efluentes gordurosos (MENDES et
al. 2005). A producdo 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 aplicacbes biotecnoldgicas
(GUPTA; GUPTA; RATHI, 2004). A aplicacdo de enzimas como biocatalisadores
nas industrias vem sendo estudada, devido a alta atividade -catalitica, em
comparacgao com os catalizadores convencionais (DALLA-VECCHIA et al, 2004).0
potencial dos micro-organismos em realizar a degradacéo de poluentes, resulta na
reducdo de contaminacdo do local, chamado processo de biorremediacéo
(BOOPATHI, 2000).

Os biossurfactantes sédo grupos estruturalmente diversos de moléculas
superficiais ativas sintetizadas por microrganismos (DESAI&BANAT, 1997), além
disso, suas caracteristicas sdo importantes para a degradagdo de agentes
contaminantes presentes no ambiente poluido. Os surfactantes sado essenciais
para os processos de biorremediacdo, portanto, pode-se dizer que alguns
microrganismos produzem o seu proprio surfactante (biossurfactante)
(GONZALEZet al, 2010).



Considerando que ha micro-organismos que sobrevivem nos ambientes
poluidos, realizando a degradacdo de contaminantes em condi¢des normais, 0
objetivo deste estudo foi avaliar a producdo de biossurfactante e quantificar
enzimas lipases de bactérias com caracteristicas lipoliticas, mediante a
degradacéao de azeite de oliva, a fim de aperfeicoar processos de biorremediacéo.

2. METODOLOGIA

Foram coletadas amostras de materiais graxos de quatro caixas de
gorduras de restaurantes e quatro caixas de gorduras de residéncias e material
gorduroso de cinco agroindustrias na cidade de Pelotas, Rio Grande do Sul, Brasil.
O material obtido foi mantido entre 5-10°C durante 3 dias (PRADEet al, 2006). As
amostras da escuma (material flotado) foram submetidas ao processo de
enriquecimento.

Nesta etapa foram utlizados 100uL do caldo de enriquecimento para
inocular as placas contendo meio minimo sélido. Este meio foi acrescido de 15g.L*
de &gar puro em po e apls a esterilizacdo foi adicionado 0,1% de fungicida
Nistatina e uma emulséo preparada com 5% de azeite de oliva e 1% de Tween 80,
esterilizados e homogeneizados em agitador de mesa durante 5min
(SEMIONATO, 2006). As placas inoculadas foram incubadas em estufa a 30°C por
72h a 96h. Foi observado o crescimento de diferentes tipos morfolégicos de
colénias, e estas foram repicadas em novas placas contendo 0 mesmo meio de
cultura minimo sélido. As placas inoculadas foram incubadas a 30°C no periodo
de 72h a 96h. Apds, os isolados foram armazenados a 5°C em frascos de vidro
inclinados, contendo 3mL de meio minimo sadlido.

Foram identificadas as caracteristicas morfolégicas para cada colbnia
isolada pela visualizacdo microscépica, além disso, fez-se a coloracdo simples de
Gram para verificar a morfologia celular das bactérias e, posteriormente, fez-se a
caracterizacdo bioquimica pelo VITEK® 2. Além disso, realizou-se o teste de
colapso da gota, para avaliar a producdo de biossurfactantes, e titulacdo, para
quantificar a producdo de enzimas lipases das diferentes espécies de bactérias,
segundo os resultados obtidos no VITEK® 2.

Depois da identificacdo, para fazer os testes de colapso da gota e titulagéo,
realizou-se a lavagem das células. As culturas de micro-organismos isolados
foram enriquecidas em 50mL de meio LB e incubadas durante 96h a 30°C. Foi
utilizado 36mL de meio LB. As células foram recuperadas por meio de uma
microcentrifuga refrigerada (lavagem: 9000RPM por 15 min a 4°C).0
sobrenadante foi descartado, fizeram-se trés lavagens sucessivas com as
mesmas condicdes. Apos lavagem das células, foi realizada a padronizacédo da
densidade 6ptica, usando um espectrofotbmetro Kasuaki IL-227. Utilizou-se uma
densidade otica padréo de 1.0 DO para cada isolado.

Para o teste de colapso da gota, foram inoculados 100uL de células (1.0
DO) em 10mL de MMS durante 72h a 36°C, pata obtencéo do sobrenadante. Para
a observacdo da producgao de biossurfactante, foram incubados 2uL de azeite de
oliva em uma microplaca a 36°C por 24h. Depois, foram adicionados 5uL de
sobrenadante a superficie do 6leo de oliva. Ap6s um minuto observou-se a gota,
sendo considerado positivos quando houve alteracdo do formato da gota de 6leo.



A atividade da lipase foi determinada pelo método de titulacdo utilizando
azeite de oliva como substrato. 10% de azeite de oliva foi emulsionada com 5% de
goma ardbica em 400mL de tampéao fosfato de sédio 50 mM pH 7,0. Adicionou-se
100ul de sobrenadante a emulsédo e incuboiu-se durante 15 minutos a 37°C. A
reacgao foi interrompida por adi¢do de 1,0 ml de acetona:etanol (1:1). A quantidade
de enzima produzida foi calculada por titulagdo com NaOH 0,05 M até um pH de
10,5 utilizando a fenolftaleina como um indicador.

3. RESULTADOS

Ap0s o isolamento e purificac@o das bactérias a partir de material coletado,
foram obtidas 30 bactérias, das quais foram identificadas bioquimicamente 5
espécies diferentes mediante o sistema VITEK® 2. A Tabela 1 mostra as bactérias
isoladas e as suas caracteristicas quanto a coloracdo de Gram, espécies de
bactérias caracterizadas bioquimicamente mediante o VITEK® 2 e também os
resultados obtidos no teste de colapso da gota e titulacao.

ISOLADOS
(#de . TESTE DE COLAPSO DA TITULACAO
espécies ESPECIES GOTA (U/mL)
isoladas)
2 Feemiel " 192
ornithinolytica
3 Klebsiella N 182
oxytoca
3 Enterobacter . 172
aerogenes
Klebsiella
12 pneumoniae ssp + 168
pneumoniae
1 Raou_tella . 192
planticola
Con_tr_ole Bacillus cereus + 158
positivo
Controle :
. Sem inoculo - -
negativo

Nos resultados apresentados pelo método de titulacdo se observam
bactérias como as do género Raoutella com capacidade de catalisar ou
transformar até 192um/min dos acidos graxos presentes no azeite de oliva. Sagar
et al, 2013 mostraram resultados semelhantes mediante titulacdo da degradacéo
de azeite de oliva e outros substratos oleosos por bactérias com caracteristicas
lipoliticas.
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4. CONCLUSAO

Todos os isolados apresentaram producdo de biossurfactante e enzima
lipases extracelular, que sao caracteristicas desejaveis em micro-organismos
utilizados em processos de biorremediagédo. A importancia dos testes de colapso
da gota e quantificacdo de enzimas mediante titulacdo permitem a otimizac&do dos
processos da biorremediacdo, obtendo-se micro-organismos produtores de
biossurfactante e com altas capacidades de sinteses de enzimas lipoliticas.
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