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ABSTRACT

Lipases and biosurfactants are useful tools in the decontamination of polluted
environments with lipid residues can be obtained from microbiological sources. The
objective of this study was to evaluate the production of lipase and biosurfactant of
isolated from wastewater of a dairy called ISO 6. Different vegetable oil 1% were tested
as carbon source for production of lipase and biosurfactant. The lipolytic activity was
guantified by measuring p-nitrophenol released after 10 minutes of incubation of the
enzyme with p-nitrophenyl palmitate at 37 ° C and pH 8, 5. To determine emulsification
index 2 mL of crude extract was mixed with 2 mL of kerosene and after shaking on
vortex for 2 minutes was calculated the ratio between the height of the emulsified
layer divided by the total height of the liquid column. The best carbon source for the
production of lipase was corn oil (75.81 IU / mL) but it was not a good substrate for
production of the biosurfactant, for the lowest rate of emulsification was obtained with
this vegetable oil. In all experiments the isolated ISO 6 was able to produce biosurfactant
and lipase showing potential for use in bioremediation of polluted environments with
lipid residues.
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RESUMO

As lipases e biossurfactantes sdao ferramentas Uteis na descontaminagao de ambientes
poluidos com residuos lipidicos podendo ser obtidos de fontes microbioldgicas. O
objetivo deste estudo foi avaliar a produgao de lipase e de biossurfactante de umisolado
de efluente de laticinio denominado de ISO 6. Diferentes déleos vegetais a 1% foram
testados como fonte de carbono para produgao de lipase e biossurfactante. A atividade
lipolitica foi quantificada pela dosagem de p-nitrofenol liberado apds 10 minutos de
incubagdo da enzima com palmitato de p-nitrofenila a 37°C e pH8,5. Para determinar o
indice de emulsificacdo foi misturado 2 mL do extrato bruto com 2 mL de querosene e
apos agitacdo em vortex por 2 minutos foi calculado a razao entre a altura da camada de
emulsificacdo pela altura total do volume. A melhor fonte de carbono para a producdo
de lipase foi o 6leo de milho (75,81Ul/mL), mas este substrato o ndo foi bom para a
producdo de biossurfactante, pois o menor indice de emulsificacdo foi obtido com este
6leo vegetal. Em todos os experimentos o isolado ISO 6 foi capaz de produzir lipase
e biossurfactante demonstrando potencial para ser utilizado em biorremediacdo de
ambientes poluidos com residuos lipidicos.
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Os lipidios sao componentes importantes nos efluentes, pois causam
poluicdo ambiental severa podendo formar filmes na superficie da agua
prevenindo a difusdao de oxigénio e consequentemente causando a morte de
muitas formas de vida aqudtica (MENDES; CASTRO, 2005). Estratégias para a
remocao deste tipo de residuo tém sido propostas como a utilizacdo de enzimas
e de biossurfactantes.

O interesse por enzimas e por tecnologia enzimdatica vem aumentando
gradativamente e as areas de engenharia de proteinas e de enzimologia em
meios ndo convencionais estao contribuindo para a ampliacao do uso de enzimas
nos processos industriais. As enzimas que hirolisam os lipidios sdao denominadas
de lipases e podem ser encontradas em animais, vegetais e microrganismos.
As lipases microbianas sdao amplamente diversificadas em suas propriedades
enzimaticas e especificidade do substrato, o que as torna muito atrativas para
aplicacao industrial (ROVEDA; HEMKEMEIER; COLLA, 2010). A producao de
lipases nos microrganismos pode ser influenciada por diferentes fatores como,
por exemplo, a fonte de carbono, a concentragdao de oxigénio dissolvido, a
temperatura e o pH do meio, as condicGes de aeracdo, entre outros (MARTINS;
KALIL; COSTA, 2008).

Os biossurfactantes ou surfactantes de origem microbiana sdao agentes
tensoativos com capacidade de detergéncia, emulsificacao, dispersao de fases,
que podem ser aplicados em processos de descontaminacao de ambientes
poluidos com lipidios. Em fungdo da presenca de grupos hidrofilicos e hidrofébicos
na mesma molécula, os surfactantes tendem a se distribuir nas interfaces entre
fases fluidas com diferentes graus de polaridade (NITSCHE; PASTORE, 2002).
A maioria dos surfactantes em uso é derivada de petréleo, porém o interesse
por surfactantes microbiolégicos tem aumentado devido a sua diversidade,
caracteristicas ambientais favordveis, possibilidade de producao através de
fermentagao e potencial aplicagdo em diversas areas do setor industrial (PINTO;
MARTINS; COSTA, 2009).

Oobjetivodeste trabalhofoiavaliaraproducaodelipase e de biossurfactante
de um isolado de efluente de laticinio denominado de ISO 6 visando a aplicacao
destes produtos na biorremediacdo. A bactéria, gram positiva, foi isolada pela
técnica pour-plate. O meio de isolamento era composto de NaNO, 4,0 g/L; KH,PO,
1,5g/L; FeCl,0,05g/L; MgSO, 0,2g/L; CaCl, 0,01g/L; Na,HPO, 0,5g/L; extrato de
levedura 0,05g/L; 6leo de oliva 1% (v/v); Tween 80 0,001% (p/v); agar 15g/L. Este
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meio foi denominado de MMO ( meio minimo + éleo de oliva). Apés isolamento o
microrganismo foi mantido em meio Dyg’s (2,0g/L de glucose; 1,5g/L de peptona;
2,0g/L de extrato de levedura;0,5g/L de K.HPO, e 0,5g/L de MgSO,) a 4°C. Para
o pré-cultivo lalcada de cultura de ISO 6 em meio Dyg’s foi inoculada em frasco
Erlenmeyer de 125 mL contendo 25mL de meio minimo (NaNO, 4,0 g/L; KH,PO,
1,5g/L; FeCl,0,05g/L; MgSO, 0,2g/L; CaCl, 0,01g/L; Na,HPO, 0,5g/L; extrato de
levedura 0,05g/L) e 1% de glucose. O frasco foi incubado a 28°C e 200rpm por
24 horas. Posteriormente, o microrganismo foi cultivado em frascos Erlenmeyer
de 125mL contendo 25 mL de meio minimo e 1% de um dos diferentes dleos
vegetais (6leo de oliva; 6leo de soja; 6leo de milho; dleo de girassol e 6leo de
canola). Em cada frasco foi usado 1mL do pré-cultivo como indculo. Os frascos
foram incubados nas mesmas condicdes de temperatura e agitacao do pré-cultivo
e ap0s 48horas a fermentacdo foi interrompida por centrifugacdo (9000rpm; 15
min; 4°C). O extrato bruto livre de células foi usado para andlise. Cada 6leo foi
testado em duplicata.

A atividade lipase foi quantificada pela dosagem de p-nitrofenol liberado
apos 10 minutos de incubacdo da enzima com palmitato de p-nitrofenilaa 37°Ce
pH8,5. Uma unidade de enzima foi definida como a quantidade necessaria para
liberar 1umol de p-nitrofenol nas condi¢des do ensaio.

A producgao de biossurfactante foi avaliada pelo indice de emulsificagao
gue foi determinado quando 2 mL do extrato bruto foi misturado com 2 mL
de querosene. Esta mistura foi agitada vigorosamente em agitador vortex por
2 minutos, deixando-se em repouso por 24horas. Em seguida foi calculado o
indice de emulsificdao que é a razdo entre a altura da camada emulsificada e a
altura total do liquido. Os resultados foram apresentados como porcentagem
de emulsificagao multiplicando-se o indice por 100. O teste foi conduzido em
triplicata.

Os resultados deste trabalho foram analisados pelo teste de Tukey com p<0,05.

De acordo com os resultados apresentados na Figura 1 ndo houve diferenca
significativa de crescimento quando o microrganismo foi cultivado com os
diferentes 6leos vegetais. No entanto, para a producao de lipase (Figura 2) a
melhor fonte de carbono foi o 6leo de milho (75,81Ul/mL). Muitos estudos tém
sido conduzidos para definir os requerimentos nutricionais necessarios para
a producdo de lipase e as fontes de carbono lipidicas geralmente parecem ser

essenciais para uma alta producdo (CONTESINI et al., 2010).
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Figura 1 — Biomassa produzida apds 48 horas de fermentacdo submersa em meio minimo
contendo 1% de 6leo vegetal. Média dos resultados + desvio padrao: Oliva (6,0 + 0,16 ?); Soja
(5,4 0,24 ?); Milho (5,6 + 1,05 ?); Girassol (6,2 + 0,35 ?); Canola (6,8 + 0,04 2).
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Em comparagdo aos outros 6leos testados, o 6leo de milho nao foi uma boa
fonte de carbono para a produgao de biossurfactante, pois o menor indice de
emulsificacdo foi obtido com este 6leo vegetal (Figura 2). Ja foi relatado que os
microrganismos podem produzir surfactantes crescendo em substratos soluveis
como os carboidratos (CARRILLO et al., 1996) ou em substratos insoluveis como
os 6leos (RATLEDGE, 1988). Ainda nao foi estudado em nosso laboratério se o
isolado é capaz de produzir biossurfactante com substratos soluveis. Em todos os
cultivos foi observada uma produgao concomitante de lipase e de biossurfactante
com o0s substratos oleosos a 1%. Este resultado é interessante uma vez que a
presenca dos 2 produtos microbianos tornaria o processo de biorremediagao
mais rapido.
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Figura 2 — Atividade lipase (U/mL) e indice de emulsificagdo (%) apds 48 horas de fermentacao.
Lipase: Oliva (68,7 £ 0,00 *°); Soja (33,7 + 2,70¢); Milho (75,8 + 5,10 ?); Girassol (66,8 + 10,60 *®);
Canola (53,8 + 0,00 <). indice de Emulsificacdo: Oliva (44,3 * 5,30 ?); Soja (46,3 * 2,47 ?); Milho
(24,0 £ 0,00 ®); Girassol (34,8 + 1,06 #°); Canola (38,5 + 2,83 ?). Média dos resultados + desvio
padrdo.
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Considerando a capacidade de producao de lipase e biossurfactante, pode-
se concluir que o isolado ISO 6 apresenta potencialidade para ser utilizado em
biorremediacao de ambientes poluidos com residuos lipidicos sendo necessario
experimentos futuros para otimizar a produgao destes produtos microbianos.
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