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RESUMO

Lipases de origem microbiana apresentam diversas aplicacoes biotecnologicas e podem ser
usadas na biorremediacdo de ambientes poluidos com residuos lipidicos. Neste trabalho foi
avaliada a producdo de lipase por trés microrganismos isolados de efluente de matadouro
avicola. Os resultados demonstraram que apenas as cepas do isolado BF06, classificadas como
bactérias pertencentes ao género pseudomonas, apresentaram producdo de lipase no meio de
cultivo. A maior produgao foi observada apos 24 h de cultivo com uma atividade catalitica de 35
U.mL™, em meio contendo dleo de oliva como fonte de carbono. Estes resultados sugerem que
BF06 tem grande potencial para o tratamento de residuos industriais € novos ensaios estio em
andamento visando a otimizacdo da producdo de lipase por esta bactéria.
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INTRODUCAO

As lipases microbianas constituem um importante grupo de enzimas, devido a
versatilidade de suas propriedades e a facil produgao em massa. Sao amplamente diversificadas
em suas propriedades enzimaticas e especificidade do substrato, o que as torna muito atrativas
para a aplicacdo industrial’. As lipases (EC 3.1.1.3) s3o carboxilesterases que catalisam a
hidrélise e a sintese de triacilglicerdis, e sao amplamente utilizadas na industria quimica,
farmacéutica, alimenticia, dentre outras®.

O uso das lipases no tratamento de residuos industriais tem se destacado, uma vez que,
em comparacao com os métodos fisico-quimicos tradicionais, € um tratamento de baixo custo e
menos prejudicial ao meio ambiente. Esta ferramenta biotecnoldgica utiliza microrganismos
inteiros, ou enzimas isoladas para degradar contaminantes em compostos nao téxicos ou com
toxicidade reduzida®. Desta forma, isolar e selecionar novas linhagens produtoras de lipase é de
grande importancia com o objetivo de minimizar os impactos ambientais causados pelos
tratamentos convencionais. Sendo assim, este trabalho teve como objetivo avaliar a producao
de lipase por micro-organismos isolados de efluente de matadouro avicola visando sua utilizagao
no tratamento de residuos industriais.

MATERIAL E METODOS
-Microrganismo: Os microrganismos denominados BF06, BF09 e BF10 foram isolados a partir
de efluente de abatedouro avicola. Para o isolamento utilizou-se 0 Meio Minimo sélido (NaNOs
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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; agar 15g/L) acrescido de 0,001% (p/v) de Tween 80 e 1% (v/v) de dleo
de oliva. Apds o isolamento, os microrganismos foram mantidos em meio Dyg’s” adicionado de
40% de glicerol (v/v) a -20°C.

-Selecao de microrganismos produtores de lipase: Os microrganismos produtores de
lipase foram selecionados utilizando-se o Meio Minimo sélido, adicionado de 1% (v/v) de dleo de
oliva, 0,001g/L de Tween 80 e 0,001g/L de rodamina B. Os isolados foram cultivados por 48
horas a 28°C e a deteccao da producao de lipase baseou-se na interacao de rodamina B com os
acidos graxos liberados na hidrolise enzimatica do dleo de oliva. Apds a incubacdo, as placas
foram irradiadas com luz UV e o resultado positivo foi verificado pela formagao de halo
fluorescente alaranjado.

-Processo fermentativo: Os isolados foram cultivados em frascos de 125 mL contendo 25 mL
de Meio Minimo acrescido de 1% (v/v) de dleo de oliva. O indculo foi padronizado em 0,2 g/L de
células por frasco. Os frascos foram incubados a 28°C, a 200 rpm, por 72 horas. Amostras
(2mL) foram removidas em intervalos de 24 horas para avaliagdo da atividade lipasica e
biomassa. O cultivo foi interrompido por centrifugagdao (10 minutos, a 4°C, 9000 rpm), o
sobrenadante foi usado para dosagens de lipase e o precipitado usado para determinagdao da
biomassa.

-Atividade lipasica: A atividade lipolitica dos extratos foi avaliada pela reacdo de hidrélise do
palmitato de p-nitrofelina (p-NPP), apds incubagao por 10 min, a 37°C. Uma unidade de enzima
foi definida como a quantidade necessaria para liberar 1uL de palmitofenol nas condicdes do
ensaio.

-Determinacdo da biomassa: A biomassa foi determinada por espectrofotometria a » 620
nm, de acordo com curva de calibragao previamente determinada.

-Identificacdo dos produtores de lipase: O microrganismo produtor de lipase selecionado
foi identificado pelo sequenciamento do gene para o rRNA 16S em colaboragao com a EMBRAPA
SOJA — LONDRINA.

RESULTADOS E DISCUSSAO
A primeira etapa deste trabalho consistiu em selecionar as cepas produtoras de lipase.
Os resultados mostraram que somente o isolado BF06, identificado como uma bactéria
pertencente ao género Pseudomonas, apresentou capacidade de produzir lipase pelo teste da
rodamina B (Tabela 01).

Tabela 01: Selegdao de microrganismos produtores de lipase.

Isolado Producgao de lipase
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BF06 Positivo
BFO09 Negativo
BF10 Negativo

O isolado BF06 foi entdo submetido a fermentagao submersa em meio contendo 6leo de
oliva onde observou-se maior producdo de lipase apds 24 h de cultivo (35 U.mL™), quando
comparado ao tempo de 48 horas (15,4 U.mL™). Apds 72 horas, observou-se queda drastica da
producdo enzimatica (6,1 U.mL™). No entanto, os maiores valores de biomassa foram
detectados no tempo de 48 horas (11,6 mg/mL). Tal fato pode ser explicado pela producao de
outras enzimas tais como proteases que promoveriam a degradacao de lipases no tempo de 48
horas, ou outros fatores relativos ao metabolismo bacteriano, tais como estresse nutricional,
entre outros.
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Figura 1: Atividade lipolitica e biomassa do isolado BF06 cultivado por 24h, 48h e 72 horas em
Meio Minimo contendo azeite de oliva (10g/L), a 28°C, 200 rpm. Os cultivos foram realizados
em triplicata e os ensaios enzimaticos em duplicata para cada cultivo. A atividade lipasica foi
avaliada pela reacdo de hidrolise do pnPP. A biomassa foi determinada por espectrofotometria a
L 620 nm, de acordo com curva de calibragao previamente determinada.

De acordo com a literatura, bactérias pertencentes ao género Pseudomonas produzem
diferentes tipos de lipases, em substratos sdlidos e em cultivos submersos®. Além disso, alguns
autores descreveram a producdo simultdnea de lipases e proteases pelo género
Pseudomonas ®’. No entanto, novos ensaios deverdo ser realizados para investigar a producdo
de proteases pela cepa BF06.
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CONCLUSOES
Os resultados obtidos sugerem que a cepa BF06 tem grande potencial para o tratamento
de efluentes contaminados com alto teor de residuos lipidicos e novos experimentos estao em
andamento visando a otimizacdo da producdo de lipase por esta bactéria.
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