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RESUMO

O objetivo deste estudo foi investigar a partir de efluentes contaminados com residuos lipidicos
a presenca de microrganismos produtores de ljpases e biossurfactantes com o intuito de aplica-
los em processos de biorremediacdo. Aliquotas de diferentes diluicbes dos efluentes foram
inoculadas em placas contendo meio BHB. As placas foram incubadas a 28°C por até 48h e as
colbnias isoladas foram mantidas em meio Dyg’s. Para a producdo de lipases, os isolados
bacterianos foram inoculados em meio solidificado contendo dleo vegetal e Rodamina e para
producédo de biossurfactantes foram cultivadas em meio Dyg’s a 28°C, sem agitacdo, por 48h. A
producdo do biossurfactante foi verificada pelo teste do indice de emulsificacdo e a atividade
tensoativa pelo teste do abaixamento da tensdo superficial. Os isolados bacterianos ndo
apresentaram atividade lipasica. A amostra EQUALIZADOR 5 exibiu menor atividade
emulsificante em querosene, porém, maior atividade tensoativa, sugerindo que o querosene
ndo foi um composto adequado para demonstrar a capacidade emulsificante deste
biossurfactante. Apesar da auséncia de atividade lipolitica, os resultados demonstraram que tais
isolados sdo promissores para biorremediacao.
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INTRODUCAO
Para minimizar os efeitos negativos de residuos lipidicos sobre o ambiente muitas
alternativas tém sido propostas como o uso de reatores anaerdbicos para o tratamento de
efluentes, porém, esta metodologia pode causar inibicdo da atividade metanogénica e reducao
da concentracdo de ATP'2. Devido a estes efeitos negativos, outras estratégias para a remogao
dos dleos e gorduras tem sido propostas como a utilizagdo de enzimas e de surfactantes.
Enzimas sao consideradas catalisadores naturais e sao produzidas pela fermentacao
de materiais bioldgicos, podendo ser obtidas de fontes vegetais, animais e microbioldgicas.
Processos enzimaticos oferecem muitos beneficios como especificidade, condicdes suaves e lixo
reduzido. Além disso, as enzimas sdao biodegradaveis contribuindo muito pouco ao BOD de
residuos. Enzimas lipoliticas ou lipases estao envolvidas na degradacao e na mobilizagao de
lipidios e desenvolvem um importante papel na reciclagem de compostos insollveis em agua’.
Os surfactantes de origem microbiana denominados de biossurfactantes apresentam
vantagens sobre os de origem quimica como baixa toxicidade, tolerancia a temperatura, pH e
forca idnicas, além de serem biodegradaveis na agua e no solo®. Além disso, apresentam
importantes propriedades, como detergéncia, emulsificacdo, lubrificacdo, capacidade espuman-
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te, capacidade molhante, solubilizacdo e dispersao de fases podendo através destas
propriedades serem usados em diferentes setores, tais como: petréleo, petroquimico,
alimentos, bebidas, cosméticos, farmacéutico, mineracao, metallrgico, agroquimico, fertilizan-
tes, ambiental, papel e cellulose®.

O objetivo deste estudo foi investigar a partir de efluentes contaminados com
residuos lipidicos a presenca de microrganismos produtores de lipases e biossurfactantes com o
intuito de aplica-los em processos de biorremediacao.

MATERIAL E METODOS
- Coleta: efluente foi coletado a partir do equalizador do sistema de tratamento de efluentes de
um laticinio localizado na cidade de Londrina (PR).
- Isolamento: aliquotas de 100 pL de diferentes diluigdes (10 a 10°) de efluentes foram
inoculadas em placas contendo meio BHB. As placas foram incubadas a 28°C por até 48 horas e
as col6nias isoladas foram mantidas em meio Dyg s a 4°C.
- Producao de Lipases: os isolados bacterianos foram inoculados em placas contendo meio
minimo, oleo vegetal e Rodamina. As placas foram incubadas a 28°C por até 48 horas e
posteriormente foram visualizadas sob luz ultra-violeta.
- Producao de Biossurfactantes: bactérias isoladas em BHB e mantidas em Dyg’s foram
cultivadas em frascos de 125mL contendo 25mL de Dyg’s. Em cada frasco foi inoculado duas
alcadas de biomassa bacteriana. Os cultivos foram incubados por 48horas a 28°C. Apds
centrifugacdo, os extratos brutos foram usados para teste do indice de emulsificacao e para o
teste do abaixamento da tensao superficial.
- Teste do indice de Emulsificacdo: 2 mL do extrato bruto foi misturado com 2 mL de
querosene e apds agitacdo por 2 minutos em vortex formou-se uma camada de emulsificacdo.
Em seguida, foi calculado a razdo entre a camada emulsificada e a altura total do liquido. O
teste foi conduzido em triplicata e os resultados estao apresentados como porcentagem de
emulsificagao.
- Abaixamento da Tensao superficial: os extratos brutos dos cultivos submersos em Dyg’s
foram analisados em tensiémetro analdgico modelo K6 (Kruss).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Somente 3 isolados bacterianos foram obtidos a partir do BHB e nenhum demonstrou atividade
lipolitica pelo teste da Rodamina. No entanto, foram capazes de produzir biossurfactantes
quando cultivados em Dyg’s como demonstra a figura 1. As 3 bactérias denominadas de
EQUALIZADOR 1, EQUALIZADOR 3 e EQUALIZADOR 5 foram capazes de emulsificar o
querosene, um composto apolar derivado do processo de refinamento de dleo cru e que pode
apresentar de 12 a 18 C. Pelo teste do abaixamento da tensdo superficial foi possivel visualizar
as propriedades tensoativas dos biossurfactantes produzidos pelas bactérias do estudo. Haba et
al. (2000) selecionaram 9 isolados de Pseudomonas sp. capazes de crescer em meio contendo
oleo de fritura (Sleos de girassol e oliva) e acumular compostos tensoativos; sendo que a tensao
superficial final do meio variou entre 34 a 36 mN/m. De acordo com a figura 2, o
biossurfactante produzido pelo isolado EQUALIZADOR 5 exibiu a melhor propriedade tensoativa.
De acordo com Pacheco et al. (2010), a atividade emulsificante aumenta com o aumento da
concentracdo do biossurfactante no meio. Este fato poderia explicar, a menor atividade
emulsificante presente na amostra EQUALIZADOR 5, porém, como a atividade tensoativa foi
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maior no extrato bruto desta bactéria, provavelmente o querosene nao foi um composto
adequado para demonstrar a capacidade emusilficante deste biossurfactante bacteriano. Os
cultivos, para a producao dos biossurfactantes, ocorreram em meio Dyg’s cuja composicao
apresenta extrato de levedura, e este, por ser de origem protéica, provavelmente seria o
responsavel pelo abaixamento da tensdo superficial observada no controle. Os isolados
EQUALIZADOR 1 e EQUALIZADOR 3 apresentaram resultados muito semelhantes e como ainda
nado foram identificados, talvez sejam a mesma espécie de bactéria.

Figura 1- Teste do indice de Emulsificacao realizado a partir dos extratos brutos dos cultivos
submersos de bactérias isoladas de efluentes de laticinio.
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Figura 2- Teste do Abaixamento da Tensao Superficial a partir dos extratos brutos dos cultivos
submersos de bactérias isoladas de efluentes de laticinio.
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CONCLUSOES
Apesar da auséncia de atividade lipolitica nos isolados, os mesmos podem ser aplicados para
biorremediacdo de ambientes poluidos com lipidios pois através da producdo de biossurfactantes
melhoram a solubilidade e a disponibilidade de compostos de baixa polaridade ou apolares.
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Contudo, a busca por mais microrganismos produtores de lipase e/ou biossurfactantes em
diferentes condicbes de cultivo faz-se necessario para complementar este estudo de
bioprospeccao.
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