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ISOLAMENTO E SELECAO DE BACTERIAS LIPOLITICAS PROVENIENTES DE
AMOSTRAS DE AGUA RESIDUAL DE ABATEDOURO

Ferreira, Camila Miryan de Oliveira. Isolamento e Sele¢do de Bactérias Lipoliticas
Provenientes de Amostras de Agua Residual De Abatedouro. 2015. 63f. Dissertagdo (Mestrado
em Producdao Animal: Caracterizagdo, Conservagao ¢ Melhoramento Genético de Recursos
Locais) - Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossord-RN, 2015.

RESUMO: O crescente interesse na producdo de lipases estd especialmente relacionado ao
grande potencial biotecnol6gico que estas enzimas apresentam. As lipases sdo enzimas que
catalisam a hidrolise de longas cadeias de triglicerideos transformando-os em glicerideos e
acidos graxos. As lipases microbianas tém recebido grande aten¢do, constituindo um dos mais
importantes grupos de enzimas para a aplicacdo biotecnolégica nos mais variados setores
industriais. Diante do potencial promissor destas enzimas e sabendo-se que micro-organismos
fazem uso de 6leos e gorduras como fonte de carbono para a producéo de lipase, este trabalho
teve como objetivo o isolamento de bactérias produtoras de lipase, a partir de amostras de aguas
residuais de abatedouro, por meio de enriquecimento e crescimento em meio de cultura. Foram
recuperadas 68 linhagens morfologicamente distintas ao longo do experimento. Posteriormente,
as linhagens produtoras de lipase foram selecionadas por meio do teste enzimatico com corante
fluorescente de Rodamina B, a qual resulta na producdo de um complexo fluorescente pela
producdo de lipases nas placas. Os resultados mostraram nove linhagens promissoras no teste
enzimatico: ABADO01, ABADO05, ABADO07, ABAD09, ABAD12, ABAD17, ABAD20,
ABAD21 e ABAD23. Os resultados obtidos refletem a importancia em se estudar o potencial
biotecnoldgico da microbiota associada aos ambientes com alto teor lipidico para a prospeccao
de linhagens produtoras de lipases, e suas futuras aplicagdes industriais e na producdo animal.

PALAVRAS-CHAVE: Enzima, Lipase, Bactéria, Abatedouro.



ISOLATION AND SELECTION OF LIPOLYTIC BACTERIA FROM
WASTEWATER SLAUGHTERHOUSE

Ferreira, Camila Miryan de Oliveira. Isolamento de Bactérias Lipoliticas Provenientes de
Amostras de Agua Residual De Abatedouro. 2015. 63f. Dissertagdo (Mestrado em Produgio
Animal: Caracterizagao, Conservagao ¢ Melhoramento Genético de Recursos Locais) -
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossord-RN, 2015.

ABSTRACT: The growing interest in the production of lipases relates especially to the great
biotechnological potential that these enzymes have. Lipases are enzymes that catalyze the
hydrolysis of long chain triglyceride transforming them into glycerides and fatty acids.
Microbial lipases have been addressed in constituting one of the most important groups of
enzymes for biotechnological applications in several industrial sectors. Because of the
promising potential of these enzymes and knowing that microorganisms use oils and fats as a
carbon source for the production of lipases, this study aimed the isolation of lipase-producing
bacteria from wastewater samples slaughterhouse through enrichment and growth in culture
medium. A total of 68 morphologically distinct strains were recovered throughout the
experiment. Subsequently, the lipase producing strains were selected by enzyme assay with the
fluorescent dye Rhodamine B, which results in a fluorescent complex by the production of
lipases in the plates. The results showed nine promising strains in the enzymatic test: ABADOI,
ABADOS5, ABAD(07, ABAD09, ABAD12, ABAD17, ABAD20, ABAD21 and ABAD23.
Likewise, reflecting the importance of studying the biotechnological potential of the microbial
community associated to environments with high lipid content for the study of strains that
produce lipases, with applications in the industry and in animal production.

KEYWORDS: Enzyme, Lipase, Bacteria, Slaughterhouse.
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1. CONSIDERACOES GERAIS

Atualmente, o maior setor da industria biotecnoldgica consiste na producdo e
utilizacdo de enzimas de origem microbiana. Embora alguns biocatalisadores sejam até hoje
extraidos de tecidos animais e vegetais, micro-organismos, em particular, sdo requisitados
como fontes produtoras de enzimas (BOM; FERRARA; CORVO, 2008).

Os micro-organismos sdo encontrados em diferentes tipos de habitats, adaptados a
diferentes condicdes climaticas, de temperatura e salinidade, que influenciam em sua atividade
e distribuicdo geografica. Além disso, tornam-se mais atrativos para uso em processos
industriais devido a sua diversidade metabolica, maior facilidade de obtencdo desse material
(micro-organismos), e as suas propriedades cinéticas de producdo de diferentes enzimas,
fazendo com que esses organismos fossem mais explorados como fonte enzimatica nas ultimas
décadas (SHARMA; CHISTI; BANERJEE, 2001; STEELE; STOWERS, 1991).

O custo de producdo das enzimas microbianas de uma maneira geral € bem menor do
que os utilizados para produzir enzimas vegetais e animais. Devido a independéncia de
injungdes sazonais e geograficas, o tempo de producdo é muito mais curto para sua obtencéo,
permitindo assim a utilizacdo de diversos substratos mais baratos e consequentemente de um
maior rendimento da producdo através da otimizacdo das condicOes utilizadas nos diversos
processos fermentativos (SAID; PIETRO, 2002; HAKI; RAKSHIT, 2003).

As enzimas sdo substancias organicas, conhecidas como biocatalisadores para multiplas
reacOes quimicas, que aumentam a velocidade das reagdes e sdo muito eficientes do ponto de
vista energético, pois operam a temperaturas e pressdes moderadas, além de atuarem também
em uma faixa relativamente ampla de valores de pH. Devido a essas caracteristicas, as enzimas
sdo exploradas comercialmente nas industrias de detergentes, alimentos, farmacéuticas,
diagnésticos, quimica fina, entre outras (NELSON; COX, 2006; DETTMER, 2012).

Além da extraordinaria especificidade e poder catalitico, essas biomoléculas possuem
diversos aspectos positivos que as distinguem dos catalisadores quimicos: alta velocidade de
reacdo, podendo atingir velocidade de 10° a 10'? vezes maiores; as reacOes catalisadas
enzimaticamente apresentam condigdes mais brandas de temperatura, presséo e pH (geralmente
catalises quimicas requerem condi¢6es extremas); maior especificidade de reacédo; e capacidade
de regulacdo em resposta as concentracdes de outras substancias que ndo os seus substratos,
como controle alostérico, modificacdo covalente de enzimas e variagdo nas quantidades de
enzimas sintetizadas (VOET; VOET; PRATT, 2000).
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As enzimas podem ser classificadas em seis classes, de acordo com a Unido
Internacional de Bioquimica (IUB - International Union of Biochemistry), com base nas reagdes
catalisadas: oxidorredutases, transferases, liases, isomerases, ligases e hidrolases. Nesta Ultima,
encontram-se as enzimas que catalisam as reacOes de hidrolises, sdo elas: as esterases, proteases
e lipases.

As lipases atuam sobre as ligacGes éster (E.C.3.1.1) e catalisam a hidrélise total ou
parcial do triacilglicerol liberando acidos graxos, diacilglicerdis, monoacilglicerdis e glicerois
(JAEGER; REETZ, 1998; SHARMA,; CHISTIB; BANERJEE, 2001). Em adicdo, também
catalisam reacdes de esterificacdo, isto é, sintese reversa a partir de longas cadeias de acidos
graxos e glicerol. Outra reacdo catalisada por lipase é a interesterificacdo, reacdo onde um acido
graxo, um alcool ou um éster reagem com o triacilglicerideos produzindo diferentes
triacilglicerideos. Dependendo do substrato da reacdo, esta também pode ser chamada de
alcodlise, aciddlise ou transesterificacdo (HASAN; SHAH; HAMEED, 2006; MARTINS;
KALIL; COSTA, 2008; SHARMA,; CHISTIB; BANERJEE, 2001).

Lipases podem ser obtidas a partir de fontes animais, vegetais e microbianas. As lipases
microbianas sdo as mais estudadas e utilizadas industrialmente por serem mais estaveis,
produzidas com menor custo e alta velocidade de sintese (FARIA, 2010). Atualmente, sabe-se
que diversas espécies bacterianas sdo produtoras de lipases, sendo as mais importantes do ponto
de vista industrial, aquelas pertencentes aos géneros Achromobacter, Alcaligenes,
Arthrobacter, Bacillus, Burkholderia e Pseudomonas, sobressaindo-se esta Ultima (GUPTA,;
GUPTA; RATHI, 2004; RATHI et al., 2002; VARGAS et al., 2004; WATANABE et al., 1977).

Existem diversos métodos, quantitativos e qualitativos, para avaliacdo da producdo de
enzimas com atividades lipoliticas. Dentre os mais conhecidos, inclui-se a utilizagdo de meio
solido com presenca de substratos indutores como 6leos vegetais, triglicerideos padréo
(tributirina, trioleina, etc), Tween 80 e corantes, como a Rodamina B, que possibilita a
visualizacdo da reacdo de hidrélise pela producdo de um complexo fluorescente (DAMASO et
al., 2008; KOUKER; JAEGER, 1987).

Os beneficios econdmicos e estratégicos que 0s micro-organismos, potencialmente
exploraveis, ttm dado para o desenvolvimento de biotecnologias abrangem diversas aplicacdes
como: producdo de compostos quimicos (etanol, &cido acético, biogas, plasticos
biodegradaveis, bioconversées na industria de alimentos e farmacéutica), produtos para
agricultura (bioinseticidas, inoculantes agricolas), enzimas para diversos setores industriais,
com destaque para a inddstria de detergentes e alimenticia (lipases, proteases, amilases) e

compostos de interesse médico e veterinario (antibioticos, antitumorais, hipocolesterolémicos,
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imunossupressores, inibidores enzimaticos, antiparasitarios) (BARNUM, 1998; CANHOS;
MANFIO, 2002).

Micro-organismos que sobrevivem em ambientes com alto teor de matéria organica,
produzem enzimas capazes de metabolizar estes compostos, e usa-lo como fonte de carbono
para o seu metabolismo. Com isso, bactérias isoladas das amostras de 4gua contaminada com
matéria organica (rica em lipidios) possuem a capacidade de produzir compostos lipoliticos,
pois sua sobrevivéncia depende da sua capacidade de metabolizar estes compostos para realizar
suas reag0es vitais. Levando em consideracéo esta afirmacéo, estes ambientes revelam-se como

interessantes fontes para a prospecg@o de micro-organismos produtores de lipase.
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2. CAPITULO | - REFERENCIAL TEORICO: LIPASES BACTERIANAS

2.1. LIPASES: ASPECTOS GERAIS

As lipases (triacilglicerol acilhidrolase, E.C 3.1-1.3) sdo enzimas que pertencem a
classe das hidrolases (E.C.3.1) e que atuam sobre as ligagdes éster (E.C.3.1.1). Essas enzimas
catalisam a hidroélise total ou parcial do triacilglicerol de cadeia longa liberando acidos graxos,
diacilglicero6is, monoacilglicerois e glicer6éis (THAKUR, 2012).

Além de promover a hidrdlise dos triacilglicerdis, as lipases catalisam reagdes de
esterificacao, isto €, sintese reversa a partir de longas cadeias de acidos graxos e glicerol. Outra
reacdo catalisada por lipase € a interesterificacdo, que refere-se a troca de radicais acilo entre
um éster e um acido (acidolise), um éster ¢ um alcool (alcodlise) ou entre dois ésteres
(transesterificacdo) (LOPES, et al 2011).

Todas estas reagdes citadas ocorrem em ambientes com baixo teor de agua ou
preferencialmente na presenca de solventes organicos, € servem para alterar as propriedades
fisicas do 6leo ou gordura, e produzir novos ésteres (HASAN; SHAH; HAMEED, 2006). O
deslocamento do equilibrio na reacdo, no sentido direto (hidrolise) ou inverso (sintese), €
controlado pela quantidade de dgua presente na mistura reacional (PANDEY et al., 1999).

O desempenho catalitico das lipases para realizar as suas reagdes € possivel gracas a
algumas propriedades como biodegradabilidade, elevada especificidade e alta eficiéncia, que
faz com que o uso das lipases como biocatalisadores industriais aumente a cada ano. As
caracteristicas mais desejadas de uma lipase sdo a sua capacidade de utilizar todos os mono, di
e triglicerdis, bem como os acidos graxos livres em transesterificacdo; a baixa inibicdo do
produto; atividade e rendimento elevados em meios ndo aquosos; baixo tempo de reacao;
resisténcia a temperatura, pH e alcool; e reutilizacdo da enzima imobilizada (VERMA;
KANWAR, 2008)

Os baixos niveis de ocorréncia de reacdes laterais e as condi¢des reacionais brandas,
permitem um menor consumo energético e evitam a degradaciao ou decomposicdo de produtos
e reagentes. Outras razdes para o potencial biotecnoldgico de lipases microbianas sdo a sua
estabilidade em solventes organicos e exibicdo de forma ativa sem o auxilio de cofatores. O
fato da enzima ndo ser toxica ao meio ambiente leva a sua grande contribui¢do para a indistria

de alimentos (JAEGER; REETZ, 1998; KUMAR; SHARMA; KANWAR, 2012).
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2.1.1. pH e Temperatura

As lipases bacterianas t€ém um pH 6timo neutro ou alcalino, com algumas excegdes,
como a lipase obtida a partir de Pseudomona fluorescens SIK W1 que apresenta um pH é4cido
otimo de 4,8. No entanto, existem ainda lipases, como a do Bacillus stearothermophilus SB-1,
B. atrophaeus SB-2 e B. licheniformis SB-3 que sdo ativos sobre uma ampla gama de pH 3-12
(BRADOO; SAXENA; GUPTA, 1999; LITHAUER; GINSTER; SKEIN, 2002). Lipases
bacterianas tém, geralmente, temperatura o6tima no intervalo de 30-60 °C (LITHAUER;
GINSTER; SKEIN, 2002). Porém, estabilidade térmica da enzima a partir de Bacillus sp. foi
reforgada com a adi¢do de estabilizadores, tais como etileno-glicol, sorbitol, glicerol, com
retencao da atividade enzimatica por até 150 minutos de incubacgao a 70 °C (NAWANI; KAUR,
2000).

A estabilidade térmica ¢ uma caracteristica vantajosa para aplicagdo das lipases no ramo
industrial, tendo em vista que a maioria dos processos fazem uso de temperaturas extremas.
Lipases oriundas de bactérias termofilicas apresentam essa estabilidade, tornando-se atrativas
nos processos industriais (JAEGER; REETZ, 1998). Destacam-se também as lipases com
atividades em baixas temperaturas, provenientes de micro-organismos psicrofilos, pois esta
propriedade ¢ de grande importincia na sintese de intermedidrios organicos quirais

termossensiveis (JOSEPH; RAMTEKE; THOMAS, 2008).

2.1.2. Estabilidade em solventes organicos

Os solventes organicos sao mais vantajosos do que os seus homologos inorganicos ou a
agua, quando utilizados em sistemas de reagdo envolvendo biocatalisadores. Eles ajudam a
aumentar a solubilidade dos substratos, auxiliam na recuperacdo dos produtos e no
deslocamento do equilibrio na diregdo direta em reacgdes sintéticas (ZHANG et al, 2009). As
lipases tolerantes a solventes organicos sdo tidas como catalisadores eficazes na sintese de
reagoes de transesterificagdo, de biopolimeros e producao de biodiesel (DIZGE et al, 2009). A
estabilidade e a atividade de lipase sdo geralmente testadas na presenga de solventes organicos
como isopropanol, metanol, etanol, acetona, glicerol, n-hexano, n-heptano, n-octano, n-decano,
benzeno, tolueno, xileno, estireno, benzeno, etilbenzeno, ciclo-hexano, dimetilsulfoxido, tetra-
hidrofurano, cloroférmio e acido acético (CADIRCI; YASA, 2009; ZHANG et al, 2009). A
partir da literatura disponivel, pode-se inferir quais lipases sdo geralmente estaveis em solventes
organicos, pois lipases de diferentes fontes apresentam diferentes graus de tolerancia para
varios solventes organicos, € sua exploracdo comercial assim exige uma analise aprofundada

de tolerancia contra estes solventes.
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2.1.3. Detergentes e tensoativos

Os agentes tensoativos aumentam a interface lipidio-dgua, aumentando assim a taxa
lipolitica. No entanto, essa regra ndo se aplica a todos os casos. Além disso, o efeito de agentes
tensoativos ¢ dependente da concentracdo. Por exemplo, a altas concentragdes de Tween-80
(1%), inibiram a produ¢do de lipases por B. pumilus, enquanto sua concentragdo a 0,5%
provocou a maxima produc¢ado de lipase (ZHANG et al , 2009). O SDS exibiu efeito inibidor na
lipase, enquanto o Triton X-100 e o Tween aumentou a velocidade da reacdo (QUYEN;
SCHMIDT-DANNERT; SCHMID, 2003; LIANGHUA; LIMING, 2005). O efeito contrario foi
observado por Dutta e Ray (2009), SDS exibiu efeito estimulante, enquanto Triton e Tween

inibiu a atividade da lipase.

2.1.4. Efeito de ions metalicos
fons de metal além de conferir termoestabilidade as lipases, podem estimular ou inibir
a producdo da enzima microbiana (CHAKRABORTY; PAULRAJ, 2008). Cations de metal,
particularmente de Ca?" desempenham papéis importantes na estrutura e fungio de enzimas, e
algumas das lipases sdo estritamente dependentes de célcio. Este efeito pode ser atribuido a
alteragdes estruturais impostas pela ligagio de Ca>" para a enzima (EL KHATTABI et al, 2003).
fons de Ca®" ativam a enzima, enquanto Zn>" Fe?', Fe’* inibe fortemente a sua atividade

(KUMAR; KANWAR, 2011).

2.1.5 Inibidores da lipase

A atividade da lipase ¢é inibida drasticamente por Co™, Ni"", Hg'", e Sn'"; e ¢
ligeiramente inibido por Zn"™", Mg"™", EDTA, SDS (SAXENA et al, 1999). Esses inibidores tém
sido utilizados no estudo das propriedades estruturais € mecanicas das lipases. Além disso, a
procura de inibidores de lipase € também de interesse farmacologico. Compostos que nao atuam
diretamente no sitio ativo mas inibem a atividade da lipase, alterando a sua conformag¢do ou
propriedades interfaciais sdo definidos como inibidores nao-especificos. Tensoativos, sais
biliares e proteinas pertencem a este grupo de inibidores. No entanto, os agentes tensoativos e
os sais biliares ativam a enzima, em alguns casos (VERMA, 2012).

2.2. CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS

Desde 1990, com a resolucao das primeiras estruturas tridimensionais (lipase fungica de

Rhizomucor miehei e da lipase pancreatica humana) através da técnica de cristalografia de
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Raios-X, o entendimento sobre os mecanismos de atuagdo das lipases comegou a ser
desvendado. Dai por diante, mais de onze estruturas de lipases ja foram determinadas, em sua
maioria, de origem microbiana.

As lipases t€m sido relatadas como proteinas monoméricas com peso molecular entre
~19kDa (lipase de Bacillus subtilis) e ~97 kDa (4deromas sobria), embora ja tenha sido relatada
uma lipase de alto peso molecular produzida por Candida deformans, com 207 kDa (CYGLER;
SCHRAG, 1997).

A estrutura tridimensional de todas as lipases ja descritas ¢ do tipo o/B-hidrolases
(Figura 1). Este tipo de estrutura apresenta um nucleo central composto por folhas 3 paralelas
rodeadas por por¢des em a-hélice (DE PASCALE et al, 2008). Embora as lipases se diferenciem
amplamente no numero de aminoacidos da sequéncia primadria, todas elas apresentam uma
triade catalitica composta por residuos de Ser (serina), His (histidina) e Asp (aspartame). Este
sitio ativo € recoberto, na maioria das lipases, por um dominio hidrofébico (/id). Na presenca
de uma concentragdo minima de substrato, o /id se desloca, alterando a forma fechada da enzima

para a forma aberta (na maioria das lipases) expondo-se ao solvente, tornando o sitio ativo

disponivel para a ligacdo com substrato (ANGKAWIDJAJA; KANAYA, 2006).

Asp

Figura 1 — Modelo estrutural das o/ hidrolases. Folhas-p (1-8) estdo representadas como
setas azuis; a-hélices (A-F) como bastdes vermelhos. Os circulos vermelhos indicam a

posicao relativa dos aminoacidos da triade catalitica.
Fonte: Bornscheuer, 2002

Estruturas tridimensionais de algumas lipases foram determinadas e encontram-se
depositadas no banco de dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information-
www.ncbi.nlm.nih.gov/) e em outros bancos de dados como o LED (7he Lipase Engineering

Database) (http://www.led.uni-stuttgart.de/).
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2.3.  CLASSIFICACAO

As enzimas lipoliticas bacterianas foram classificadas em 8 familias e a maior familia
delas foi dividida em seis subfamilias por Arpigny e Jaeger (1999). Esta classificacdo baseou-

se nas sequéncias conservadas de DNA (motivos) e nas propriedades biologicas das enzimas.

Familia I: encontram-se as lipases verdadeiras, que compreende em sua maioria as lipases
de Pseudomonas, Bacillus e Staphylococcus. Estas lipases possuem um pentapeptideo
catalitico convencional Gly-Xaa-Ser-Xaa-Gly.

Familia II: abrange as lipases que nao exibem o pentapeptideo convencional, mas sim uma
sequéncia de Gly-Asp-Ser-Leu no sitio ativo. Também estdo inclusas nessa familia as
esterases de Streptomyces, Aeromonas e Salmonella.

Familia III: estas lipases apresentam uma dobra candnica de o/B-hidrolases e contém uma
triade catalitica tipica. Também mostram aproximadamente 20% de similaridade com a
sequéncia de aminoéacidos do fator ativador de plaquetas em humanos (PAF-AH).
Compreende as lipases extracelulares de Streptomyces sp.

Familia IV: lipases que apresentam semelhan¢a com as lipases hormonio sensivel (HSL)
de mamiferos.

Familia V: compreende as lipases de bactérias mesoéfilas, como P. oleovorans e
Haemophilus influenza, bem como as lipases de micro-organismos adaptadas ao frio
(Moraxella sp., Psychrobacter immobilis) e ao calor (Sulfolobus acidocaldarius).

Familia VI: nesta familia encontram-se as menores esterases, com uma massa molecular
na faixa de 23-26 kDa. A forma ativa da enzima é um dimero, e esta hidrolisa substratos
pequenos com uma especificidade ampla, e ndo exibe nenhuma atividade para os
triglicéridos de cadeia longa

Familia VII: sdo as lipases e as esterases grandes (~55 kDa), e sua sequéncia de
aminodcidos ¢ homodloga a da acetil colina esterases de eucarioticas.

Familia VIII: este grupo ¢ formado por trés enzimas com cerca de 380 residuos de

comprimento. Estas lipases sdo semelhantes aos -lactamases.
As sequéncias de outras enzimas que ndo foram agrupadas em nenhuma das oito

superfamilias descritos por Arpigny e Jaeger (1999) foram arbitrariamente classificadas como

nova familia 9 e 10.
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2.4.  FONTES DE LIPASE

Tradicionalmente, as lipases eram obtidas do pancreas de animais. A descoberta foi feita
por Claude Bernard, em 1856 e anos mais tarde, aumentou o interesse pelas lipases microbianas
devido as dificuldades de acesso ao material de origem animal (HASAN; SHAN; HAMEED,
2006). As lipases sao produzidas por animais, plantas e micro-organismos. Lipases microbianas
ganharam atencdo especial na industria devido a sua estabilidade, seletividade, e ampla
especificidade de substrato (THAKUR, 2012).

Lipases microbianas comerciais sdo produzidas a partir de bactérias, fungos e
actinomicetos (BABU; RAO, 2007). As fontes microbianas sao mais atrativas para a produgao
enzimatica devido a facilidade com que podem ser cultivadas em massa e geneticamente
manipuladas (HASAN; SHAN; HAMEED, 2006). Ainda segundo os mesmos autores, 0s
fungos se apresentam como melhores produtores de lipases, no entanto, as linhagens bacterianas
sao constantemente avaliadas e os meios de producado de lipases melhorados. Particularmente,
as enzimas microbianas sdo mais estaveis que as extraidas de plantas e animais, tornando sua
producgdo mais conveniente e segura.

Desde os primeiros estudos com lipases bacterianas em estirpes de Serratia marescens
e Pseudomonas aeruginosa em 1901 (HASAN; SHAH; HAMEED, 2006), novas espécies de
bactérias produtoras de lipases tem sido estudada.

Diversas espécies de Pseudomonas e Bacillus sp., tem sido relatadas na literatura como
produtoras de lipases: Pseudomonas aeruginosa (MADAN; MISHRA, 2010): P. fluorescens
(YANG; ZHANG; YAN, 2009), Bacillus pumilus (SANGEETHA; GEETHA; ARULPANDI,
2010a), B. thermocatenulatus (QUYEN; SCHMIDT-DANNERT; SCHMID, 2003), B. subtilis
(AHMED; RAGHAVENDRA; MADAMWAR, 2010), B. licheniformis (SANGEETHA,;
GEETHA; ARULPANDI, 2010b), B. coagulans (MNISI; LOUW; THERON, 2005), B. cereus
(DUTTA; RAY, 2009) e B. halodurans (RAMCHURAN et al., 2006).

Outros géneros como Acinetobacter (LI; CHENG; CHEN; 2004), Staphylococcus
(TALON; MONTEL; BERDAGUE, 1996), Streptococcus (TRIPATHI et al., 2004),
Burkholderia (WANG; YU; XU, 2009), S. marescens (LONG et al., 2007), Achromobacter,
Arthrobacter, Alcaligenes e Chromobacterium (RIAZ et al., 2010) também foram relatados.

As lipases bacterianas podem ser intracelulares, extracelulares ou ligadas a membrana.
As estirpes de Bacillus clausii que produzem apenas lipase intracelular podem crescer apenas
em glicerol e lipideos simples, mas nao sobre os triglicerideos de cadeia longa (LEE; PARK,

2008). Ertugrul, Donmez e Takac (2007) observaram a producdo de lipase tanto intracelular e
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extracelular em Bacillus sp. Foi relatado a producao de lipase extracelular como consequéncia
da secrecao de lipase intracelular acumulada por chaperonas ligadas a membrana (BOEKEMA

et al. 2007).

2.5.  PRODUCAO DE LIPASE

2.5.1. Deteccao

A andlise quantitativa ¢ importante para comparar as atividades lipoliticas de varios
1solados. Nao existe um método universal de ensaio de lipase. A escolha de um determinado
método dependera das necessidades especificas do usudario. Para o ensaio de qualquer enzima,
a sensibilidade, a disponibilidade de substratos, e a facilidade do processo tém de ser
consideradas (HENDRICKSON, 1994).

A atividade de lipase tem sido determinada através da quantificagdo dos acidos
graxos liberados durante a hidrolise mediada pela enzima. Estes produtos podem ser
determinados por métodos fisico-quimicos avaliando-se o desaparecimento do substrato ou a
formagao dos produtos da reacdo. Dentre os métodos que avaliam o desaparecimento do
substrato podem ser citados a nefelometria e turbidimetria, tensiometria interfacial, microscopia
de forga atémica e espectroscopia de infravermelho. Os principais métodos que avaliam o
aparecimento dos produtos da reagdo de hidrolise compreendem ensaios indiretos da
liberagdo de protons (indicadores coloridos e titulometria), andlise de acidos graxos liberados
a partir de ésteres carboxilicos derivados do glicerol (ensaios colorimétricos, fluorimétricos,
cromatograficos, enzimaticos, microscopia eletronica por detec¢do in situ) e andlise de
acidos graxos liberados a partir de ésteres carboxilicos sintéticos (ensaios radioativos,
colorimétricos, fluorimétricos) e métodos imunologicos, entre outros (BEISSON et al.,
2000; GUPTA; GUPTA; RATHI, 2004, HASAN; SHAH; HAMEED, 2009).

Dentre estes varios métodos que podem ser usados para selecdo de micro-organismos
produtores de lipases extracelulares, ¢ comumente encontrado nos trabalhos a utilizacdo de
meio solido com presenca de substratos indutores como 6leos vegetais, triglicerideos padrao
(tributirina, trioleina, etc), Tween 80 e corantes que possibilitam a visualizacdo da reagao de
hidrolise (DAMASO et al., 2008). Alguns autores citam o uso do corante fluorescente de
Rodamina B, a qual resulta na produgao de um complexo fluorescente pela produgdo de lipases
nas placas, facilitando a visualizacdo das coldnias produtoras de enzima (KOUKER; JAEGER,

1987; KIM et al., 2001).
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2.5.2. Fermentacao

As lipases bacterianas podem ser produzidas tanto por fermentacao em estado solido
como por fermentagdo submersa (CHAKRABORTY; PAULRAJ, 2008; ALKAN et al, 2007).
As lipases, assim como outras enzimas de interesse industrial, tém sido produzidas
tradicionalmente por fermentacdo submersa, que faz uso de um meio de cultura liquido
(MARTINS, 2001). Entretanto, a fermentagao em estado sélido, que utiliza extratos so6lidos
com baixas porcentagens de 4agua em sua composi¢do, pode ser uma alternativa muito
interessante quando se utiliza como meio de fermentacdo um rejeito de baixo custo
(GUTARRA; CASTILHO; FREIRE, 2005; ALONSO, 2001).

A produgdo de lipase atinge seu ponto maximo quando a cultura entra na fase
estacionaria de crescimento (ZAREVUCKA, et al, 2005). A atividade lipolitica diminui
rapidamente apods alcangar o nivel maximo, pois ocorre a protedlise catalisada por proteases

produzidas durante a fase de crescimento celular (DALMAU et.al., 2000).

2.5.3. Purificacao

O processo downstream (etapas apds a fermentagdo) ¢ fundamental para qualquer
processo de fermentacao e envolve etapas de isolamento e purificagdo para se obter um produto
puro e homogéneo (NANDINI; RASTOGI, 2009). Devido as lipases comerciais serem
geralmente extracelulares, os processos de purificagdo, apesar de extensos, sdo mais
simplificados quando comparados a enzimas cuja producdo € intracelular. O sobrenadante
isento de células, que € considerado como a fonte bruta de enzima ¢ submetido a passos de
purificagao preliminar, como ultrafiltracdo (QUYEN; SCHMIDT-DANNERT; SCHMID,
2003), secagem por pulverizagdo a partir de leite em p6 ou goma arabica (FICKERS et al.,
2006), sulfato de amonio fracionamento (KIM et al., 2001) e/ou precipitacao utilizando
solventes organicos gelados como o etanol, éter e acetona (CHAKRABORTY; PAULRAJ,
2008). Esta purificagdo inicial ¢ seguida pela purificagdo utilizando uma combinacao de
técnicas cromatograficas. Um unico passo de purificagdo cromatografica geralmente ndo sera
suficiente para obter uma enzima de elevada pureza (SAXENA et al., 2003).

No caso de enzimas intracelulares, diferentes métodos podem ser empregados para a sua
extracdo, os quais dependem da forga fisica da parede celular dos micro-organismos,
localiza¢ao dentro da célula, estabilidade e do uso desejado para o composto de interesse.
Métodos mecanicos, fisicos, quimicos, enzimaticos € a combinagao destes podem ser aplicados

(PADIT; HARRISON; FARKADE, 2005).
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2.5.4. Fatores que afetam a producio de lipase

O processo de obtencao das lipases envolve numerosas variaveis que vao desde a
composi¢ao do meio (incluindo tipo e concentracdo de fontes de carbono e de nitrogénio) até
as condic¢des operacionais como pH, temperatura, agitacdo e aeragdo (KUMAR et al., 2005;
JAEGER; EGGERT, 2002).

Sua producao, assim como qualquer processo de fermentacao, requer fontes de carbono
e de nitrogénio. A maioria dos estudos de produgao de lipase ndo fazem uso de agticares simples,
em vez disso, utilizam substratos lipidicos como tnica fonte de carbonos (ZHANG et al.,
2009).

A producao de lipase ¢ geralmente estimulada pela presenca de uma fonte de carbono
(indutor) presente no meio de cultivo, e a quantidade de lipase produzida ¢ escassa (LEE et al,
2001). Assim, 6leos vegetais (KUMAR et al, 2005), Tween 20/80 (LI; CHENG; CHEN, 2004),
hexadecano (BOEKEMA et al, 2007) e os triglicerideos sintéticos como tributirina e
tripalmitina (RAHMAN; SALLEH; BASRI, 2006) sao utilizados como indutores na produgao
de lipase. Altas concentragdes de acidos graxos livres ou 6leo vegetal reprimem a sintese de
lipase (LI; CHENG; CHEN, 2004).

Outro componente que também apresenta efeitos na produgao de lipases sdo as fontes
de nitrogénio orgénicas e inorgénicas. A peptona, uma fonte orgénica, tem sido relatada por
aumentar a produgdo de lipase. Outras fontes organicas podem citadas: 4gua de maceracdo de
milho, farinha de soja, aminoécidos, triptona, extrato de levedura e ureia. As fontes inorganicas
utilizadas sdo os sais de amonio (sulfatos, fosfatos, cloretos), nitratos e nitritos podem ser
utilizados. Ao contrario das fontes de carbono, fontes de nitrogénio nao t€m sido relatados como
inibidores na produg¢ao de lipases (SHARMA; CHISTI; BANERIJEE, 2001).

Os elementos tracos sio geralmente componentes estruturais das enzimas. fons como
Mg, Fe, Ca, Cu, Co, Na, K, Mn e Zn parecem influenciar positivamente a producao de lipases
(SHARMA; CHISTI; BANERIJEE, 2001). Lin, Wang e Sung (2006) reportaram que a adi¢do
de Ca, Mg, Fe, Na e K aumentaram a producdo de lipase, enquanto Cu, Zn e Li apresentaram
efeito inibitdrio na produ¢do da enzima.

A presenca de surfactante ¢ um importante pré-requisito para a producdo maxima de
lipase. A atividade catalitica das lipases ¢ regulada pela ativagdo interfacial, uma propriedade
observada quando o substrato lipidico comeca a formar uma emulsdo que apresenta, assim, uma
interface para a enzima agir. A adicdo de um agente tensoativo diminui a tensdo superficial

entre a fase organica e aquosa na mistura de reacdao, ¢ aumenta a taxa de emulsificacdo (WU,
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TSAI 2004). Os agentes tensoativos geralmente utilizados sdo de Tween, Triton-X 100
(POGAKU et al, 2010).

Outro fator importante na producao de lipases ¢ o pH do meio de crescimento. Pois ele
tanto pode induzir mudangas morfologicas no organismo quanto pode favorecer a secrecao
enzimatica (GUPTA; GUPTA; RATHI, 2004). Cada micro-organismo apresenta um valor de
pH 6timo para o crescimento, que muitas vezes ndo ¢ o mesmo para producio de lipases. E
possivel que ocorram variagdes nos valores de pH durante o cultivo, os quais podem ser
influenciados tanto pelo micro-organismo e pela composicdo do meio, quanto pelos demais
parametros da fermentagdao (PINHEIRO, 2006).

Os micro-organismos também tém sua faixa de temperatura de crescimento e producao
de lipase ideal, portanto para se obter boas condi¢des para o crescimento e producao de enzimas,
torna-se indispensavel o controle da temperatura ideal, haja visto que em um processo
fermentativo, o calor ¢ produzido tanto pelo metabolismo microbiano quanto pela agitacao do
sistema (ALONSO, 2001).

Os processos fermentativos, em sua maioria, sao aerobicos e desta forma o fornecimento
de oxigénio se torna indispensavel. A demanda de oxigé€nio em uma fermentacao seja ela a nivel
industrial ou laboratorial, ¢ normalmente suprida pela agitacao e aeragdo do meio fermentativo.
A produtividade de muitas fermentacdes para produgdo de lipases ou outros metabolitos pode
ser influenciada pela disponibilidade do oxigénio, portanto, qualquer fator que possa interferir
nesta disponibilidade do oxigénio para as células microbianas deve ser considerado (ALONSO,

2001).

2.5.5. Cultura de células imobilizadas e nanolipases

O custo de producdo de processos envolvendo enzimas como catalisadores também
envolve a producao do proprio catalisador, por isso a sua reutilizacdo se torna necessaria para
se obter um processo mais econdmico.

Sabendo que as enzimas livres sdo instaveis e vulneraveis a degradagdo durante o
processo, e ainda apresentam uma baixa estabilidade e atividade em meios organicos (LEE et
al, 2010), a técnica de imobilizacio de enzimas vem sendo utilizada para melhorar a
estabilidade enzimatica nas condi¢oes de reagao, além disso, ela aumenta a atividade da enzima,
tornando viavel a sua utilizacdo repetida, permitindo assim a utiliza¢do da enzima para diversas
aplicagdes, o que ira reduzir os custos de producao (GUNCHEVA et al, 2009; LIU et al,
2009). A imobilizagdo além de proporcionar um melhor ambiente para a agdo da enzima,

oferece uma melhor recuperacao do produto (LEE et al, 2009).
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Os métodos utilizados para a imobilizacao de enzimas baseiam-se nas ligagdes quimicas
e fisicas entre a enzima e o suporte. Entre eles estdo adsorc¢ao fisica (interagdes hidrofobicas e
de Van der Waals) e quimica (ligagcdo covalente e i0nica), imobilizacdo por confinamento em
matriz ou microcapsula e ligacdo cruzada (CARDOSO; MORAIS; CASS, 2009; DALLA-
VECCHIA; NASCIMENTO, SOLDI, 2004).

As lipases podem ser imobilizadas em diferentes tipos de suportes, tanto hidrofobicos
como hidrofilicos (MINOVSKA; WINKELHAUSEN; KUZMANOVA, 2005). Os materiais
mesoporosos (que possuem areas de até 1400m2.g-', com poros na faixa de 15 a 120 A),
atendem aos critérios para uma imobilizacdo satisfatoria em um suporte insoliivel em agua, tais
como: elevada area superficial, resisténcia mecanica, estabilidade quimica, tolerancia térmica,
e ndo-toxicidade (HARTMANN, 2005; JALADI et al, 2009). Ramani, Chockalingam e
Sekaran (2010) relataram o uso de carvao ativado mesoporoso derivado da casca de arroz como
suporte para a imobilizagdo de lipase. Lipases imobilizadas em materiais de silica mesoporosa
mostrou-se mais eficiente e estavel do que o uso da enzima livre (KATO; SEELAN, 2010).

Outra tecnologia de imobilizagao ¢ o uso de nanoparticulas magnéticas. O tamanho nano
das particulas do suporte proporcionam uma elevada area de superficie e, assim, de carga
maxima da enzima, baixa difusdo da enzima para o suporte € a enzima imobilizada pode ser

controlada e reciclada através da aplicagdo de campo magnético (HU et al, 2009)

2.5.6. Lipases por bactérias geneticamente modificadas

A tecnologia do DNA recombinante permite conhecer o sitio de ligacdo e o sitio
catalitico das lipases, a superexpressao de lipases em hospedeiros apropriados para atender as
demandas comerciais, além de ajudar na projecdo de enzimas (SANGEETA; ARULPANDI;
GEETHA, 2011).

A clonagem e o sequenciamento de genes de lipase ¢ uma area de estudo que vem
atraindo a atengdo de pesquisadores em todo o mundo. Muitas lipases bacterianas t€ém sido
clonadas, sequenciadas e expressas em hospedeiros homologos ou heter6logos. O hospedeiro
de expressdo mais utilizado € a Escherichia coli (AN et al, 2003; LONG et al, 2007), porém
outros hospedeiros eficientes também sdo utilizados, como a Pichia pastoris € Saccharomyces
cerevisiae (RAMCHURAN et al, 2006; MORMENEO et al, 2008.).

As lipases recombinantes se tornam atrativas devido a produgdo de lipases puras em
larga escala, que podem ser manipuladas de acordo com a necessidade de cada processo, tendo

em vista que as lipases obtidas a partir do sobrenadante de culturas apresentam efeitos
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secundarios indesejados, a nao reprodutibilidade destes resultados, ¢ um processo de

purificacao ocioso (SANGEETA; ARULPANDI; GEETHA, 2011).

2.6. APLICACOES DAS LIPASES

As lipases sdo biocatalisadores valiosos com diversas aplicagdes. Embora partilhem
apenas 5% do mercado de enzimas industriais, as lipases ganharam bastante atengdo como
enzimas biotecnologicamente valiosas. Eles desempenham um papel vital em industrias de
alimentos, detergentes e produtos farmacéuticos (SANGEETHA; ARULPANDI; GEETHA,
2011).

2.6.1. Lipases no processamento de dleos e gorduras

Modificacao de 6leos e gorduras ¢ uma das areas da industria de processamento de
alimentos que exigem novas tecnologias econdmicas e que ndo afetem o meio ambiente
(GUPTA; RATHI; BRADOO, 2003). Gorduras e o6leos sdo componentes importantes de
alimentos. As lipases permitem modificar as propriedades dos lipidios, alterando a localizagao
das cadeias de 4cido graxo no glicerideo. Desta forma, um lipidio relativamente barato e menos
desejavel pode ser modificado para um valor mais elevado de gordura. A remocdo de
fosfolipides de oOleos vegetais (de-gomagem) utilizando fosfolipases microbianas altamente
seletivas também ¢ um processo desenvolvido (GHOSH et al, 1996).

Através da mistura de 6leos e gorduras e de posterior interesterificagao, € possivel obter
compostos denominados de lipidios estruturados. Estes compostos formados pelo rearranjo de
triacilglicerdis de cadeias médias e longas apresentam caracteristicas fisicas, quimicas e

nutricionais diferentes dos lipidios que lhes deram origem (D’ AGOSTINI, 2001)

2.6.2. Lipases na industria de alimentos

Na indastria alimenticia, as lipases aparecem bastante atuante. Esteres de sabor sdo
compostos de baixo peso molecular sintetizados pela esterificagdo de acido graxos, de
preferéncia por lipases microbianas, sdo utilizados como coadjuvantes alimentares, adicionando
sabor e fragrancia aos materiais (SAXENA et al, 1999). Oleo de semente de cha que sofreu
interesterificagdo foi identificado como um melhor substituto para a manteiga utilizado na
producao de chocolates escuros, servindo como uma fonte alternativa mais rentavel do que o

cacau (ZARRINGHALAMI et al., 2010).
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Na industria de queijos as lipases sdo empregadas na alteracao e intensificacdo do sabor
e em processos de aceleracao da maturagdo. Também na industria de laticinios, as lipases sdo

utilizadas para a obten¢@o de margarinas de baixo teor calorico, entre outras (ALONSO, 2001).

2.6.3. Lipases em Detergentes

As lipases sdo atrativas na induastria de formulagdo de detergentes, e seu
desenvolvimento teve inicio ap0s a introdugdo bem sucedida de proteases em pé e detergentes
liquidos. Sao considerados bons aditivos de detergentes quando seguem os seguintes critérios:
baixa especificidade ao substrato, estabilidade em pH alcalino, a solubilidade em agua, a
tolerancia para proteases e surfactantes (TREVISAN, 2004).

A demanda da China por detergente tem crescido na ultima década e tanto a produgao
como a demanda continuardo a crescer nos proximos cinco anos (VERMA, 2012). A ultima
tendéncia na industria de detergentes € no sentido de se utilizar temperaturas de lavagem mais
baixas, que ndo s6 economizam energia, mas também ajudam a manter a textura e qualidade
dos tecidos (WEERASOORIYA; KUMARASINGHE, 2012). Industrias de detergentes sdo os

principais consumidores de enzimas, tanto em termos de volume e valor (VERMA, 2012).

2.6.4. Lipases na Industria de papel
E de crescente importancia a aplicacio de lipases na industria de papel para a remogao
dos componentes hidrofébicos (triacilglicerideos e ceras) da madeira, causadores de alguns

problemas durante a fabricagdao do papel (JAEGER; REETZ, 1998).

2.6.5. Lipases como biosensores

A necessidade de métodos mais versateis para a mensuragao € monitoramento dos niveis
séricos de lipidios tem estimulado a produ¢do de uma grande variedade de novos métodos
analiticos (SIQUEIRA, 2009). Biossensores representam uma ferramenta promissora para
suplementar as técnicas existentes para determinagdo de triglicerideos devido as suas
caracteristicas Unicas, tais como: seletividade, relativo baixo custo de construgado, potencial para
miniaturizacao, facilidade de automacao e construcao de equipamentos simples e portateis para
monitoramento (ROSATTO et al.,, 2001; RICCARDI; COSTA; YAMANAKA, 2002;
MARQUES; YAMANAKA, 2008). O conceito basico consiste em utilizar uma lipase para

gerar glicerol a partir do triglicerideo e quantificar o glicerol libertado.
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2.6.6. Lipases em cosméticos e perfumaria

A indutstria de cosméticos e perfumaria também tem desenvolvido processos que
empregam lipases, estas sdo utilizadas na produ¢do de emulsificantes, aromas, surfactantes e
emolientes que fazem parte da composi¢do de cremes (SHARMA; CHISTI; BANERJEE,
2001). Esteres de 4cidos alifaticos e aromaticos, alcoois, incluindo alcoois de terpeno, aldeidos,
fendis estdo presentes em materiais aromaticos utilizados nos perfumes e em outros produtos

de cuidados pessoais (FRANSSEN; ALESSANDRINI; TERRANEO, 2005).

2.6.7. Lipases em aplicacdes médicas

Lipases isoladas da traca da cera (Galleria mellonella) apresentaram uma acao
bactericida sobre Mycobacterium tuberculosis (MBT) H37Rv. (ANNENKOV et al, 2004). A
lipase de Candida rugosa tem sido utilizada para sintetizar lovastatin, um farmaco que reduz o
nivel de colesterol no soro (MATSUMAE; FURUI; SHIBATANI, 1993). Miyazaki e Fujikawa
(2009) patentearam métodos para tratamento de pele, doengas no couro cabeludo e perda de
cabelo com composi¢des que contém uma protease, lipase e um sal metalico. Sani (2006)
propds que as lipases bacterianas podem substituir as lipases pancreaticas utilizados para tratar

a fibrose cistica e pancreatite.

2.6.8. Lipases na industria de biodiesel

O emprego de matérias primas agropecudria como fontes de biocombustiveis, vém
crescendo e se destacando na area biotecnologica, social € econdmica. Os 6leos vegetais podem
ser modificados através da reacao de transesterificacao visando melhorar caracteristicas como
viscosidade, densidade especifica, entre outras para serem utilizadas como forma alternativa de
combustivel, o biodiesel (AL-ZUHAIR, 2005; JAEGER; EGGERT, 2002; PINTO et al., 2005).

O biodiesel ¢ biodegradavel, renovavel, ndo-inflamavel e ndo toxico. A sua obtencdo
ocorre através da reacdo de transesterificagdo, onde um dleo reage com um alcool, na
presenca de um catalisador, como um 4lcalis, um &cido ou uma enzima (lipase). A vantagem de
se utilizar processo enzimatico ¢ devido ao bom rendimento obtido, maior seletividade,
inexisténcia de rejeito aquoso alcalino e menor produgdo de outros contaminantes (CANAKCI,
2007; HASAN; SHAH; HAMEED, 2006; JAEGER; EGGERT, 2002). Utilizando o biodiesel
diminui-se a producdo de 6xidos de enxofre, liberado pelos veiculos automotivos que fazem

uso do oleo diesel como combustivel (AL-ZUHAIR, 2005).
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2.6.9. Lipase em abatedouros e frigorificos

O processo de abate e industrializacao de animais, como bovinos, suinos e frangos, gera
subprodutos que, se mal destinados ou processados, se constituem em potenciais poluentes
ambientais. Nestes setores o alto consumo de dgua acarreta grandes volumes de efluentes - 80
a 95% da adgua consumida ¢ descarregada como efluente liquido (UNEP; DEPA; COWI, 2000).
Estes efluentes sdo ricos especialmente em proteinas e lipideos (AMANTE et al., 1999), os
quais sdo os principais responsaveis pelas alteracdes dos parametros de controle ambiental
como pH, solidos totais, demanda bioquimica de oxigénio (DBO) e demanda quimica de
oxigénio (DQO) (PEREIRA, 2004).

Neste contexto, o uso de lipases como processo alternativo, possibilita a recuperagao ou
diminuicdo da carga de gorduras de efluentes. Um tratamento preliminar desses efluentes por
meio da agdo das lipases reduz o teor de lipideos, o diametro das particulas de gorduras em até
60% e o tempo de residéncia do efluente nas lagoas de estabilizagdo (CASTRO; MENDES;
SANTOS, 2004). Esse tratamento apresenta algumas vantagens, tais como a especificidade que
permite controlar os produtos, o que leva a um aumento dos rendimentos pela ndo geracdo de
subprodutos toxicos; condi¢des moderadas de operacao, reducio do custo em termos de energia
e de equipamentos, tornando este processo atrativo sob o ponto de vista ambiental (MASSE;

KENNEDY; CHOU, 2001).

2.7.  PERFIL ECONOMICO

A demanda mundial de utilizacdo de enzimas tem crescido anualmente, sendo mais de
90% do seu comércio efetuado por paises da Europa, Estados Unidos e Japao. Existe uma
expectativa de crescimento desse mercado e se esperam para oS proximos anos gastos
superiores a 2,7 bilhdes de dolares, com previsdes futuras de aumento em torno de 4% (LI et
al., 2012; ADRIO; DEMAIN, 2014).

O mercado mundial de enzimas industriais foi relativamente imune a recente turbuléncia
na economia global e cresceu moderadamente na ultima década. A demanda por enzimas
industriais em economias amadurecidas, como os EUA, Europa Ocidental, Japao e Canada foi
relativamente estavel durante os Gltimos tempos, enquanto as economias em desenvolvimento
das regides do Oriente Médio Asia-Pacifico, Europa Oriental, juntamente com a Africa,

emergiu como os mercados que mais crescem para enzimas industriais, incluindo as lipases
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(http://www.marketsandmarkets.com/Market-Reports/industrial-enzymes-market-
237327836.html).

Lipases comerciais tém sido desenvolvidas por diversas empresas biotecnoldgicas e
modificacdes sdo realizadas utilizando diferentes técnicas, de modo que elas podem ser
utilizadas como potenciais biocatalisadores com propriedades melhoradas em aplicacdes

®

especificas. Em 1994, a Lipolase ™ era a primeira lipase recombinante obtida a partir de

Thermomyces lanuginosus (ex Humicola lanuginosa) e expressa em Aspergillus oryzae, que foi
produzida comercialmente por Nova Nordisk (ARAVINDAN; ANBUMATHI;
VIRUTHAGIRI, 2007). Outros tipos de lipases selvagens e lipases recombinantes foram
subsequentemente produzidas por varias empresas (algumas destas lipases sao representados
na Tabela 1).

De acordo com a Organizagdo Mundial da Propriedade Intelectual, aproximadamente
75% das inovagdes tecnoldgicas estao protegidas por patentes. A cada ano este nimero tem
aumentado, cerca de 850.000 documentos de patentes sdo depositados em bancos de patentes
por ano.

Baseado na pesquisa de patentes no banco de dados do WIPO (World Intellectual
Property Organization), os principais paises produtores e depositantes de patentes envolvendo
lipase bacteriana, nos mais variados setores, sao, Japao, paises da Europa, Canada e Estados
Unidos, com destaque para este ultimo. Algumas empresas se destacam no uso lipases em suas
tecnologias, como ¢ o caso da multinacional estadunidense Procter & Gamble (Figura 1). Na
figura 2 pode-se observar a evolucdo por tempo do numero de patentes com tecnologias

envolvendo o uso de lipases.
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Tabela 1 — Lipases comerciais e suas aplicacoes.

Fonte Nome comercial Fornecedor Aplicacdes
Pseudomonas Genencor

) Lumafast ) Detergentes
menodocina International
P mon . Genecor

seugio onas Lipomax . Detergentes

alcaligenes Internacional
Pseudomona glumae  n.i Unilever Detergentes
Bacillus pumilus n.i Solvay Detergentes

Pseudomonas cepacia

Pseudomonas cepacia

Pseudomonas cepacia
Pseudomonas cepacia

Pseudomonas
fluorescens

Pseudomonas
fluorescens

Burkholderia cepacia

Alcaligenes sp.

Chromobacterium
viscosum

Chromobacterium
viscosum

Achromobacter sp

Chirazyme L-1
Amano P, P-30,
PS, LPL-80,
LPL-200S
Lipase AH

Lipase SL

Lipase AK

Lipase 56P

Lipase PS Amano

IM

Lipase PL

Lipase CV

Lipase 50P

Lipase AL,
ALC/ALG

Altus Biologics

Amano

Amano

Amano

Amano

Biocatalysts

Amano

Meito Sangyo

Genzyme

Biocatalysts

Meito Sankyo

Sintese organica

Sintese organica

Sintese organica

Sintese quiral

Sintese organica

Biotransformacao

Transesterificagdo

Modificacao de 6leos e
gorduras; adjuvantes em
alimentos

Diagnostico/ analitica

Biotransformacéo

n.i.

Fonte: Salihu et al 2012 com modificacGes.

n.i.: ndo informado
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Figura 2 — Principais depositantes em tecnologias envolvendo lipases bacterianas.
Fonte: WIPO
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Figura 3 — Evolucgdo no deposito de patentes com lipases bacteriana nos ultimos anos.
Fonte: WIPO

Com o intuito de organizar os depdsitos de patentes de acordo com o seu objetivo e
aplicacdo, foi criada a Classificagdo Internacional de Patentes (ICP - International Patent
Classification). Esta classificagdo permite avaliar o desenvolvimento tecnologico em diversas
areas.

Ao avaliar o desenvolvimento no ramo de lipases na tltima década, nota-se que os
estudos com esta enzima estao relacionados com seu uso como um componente em preparagdes

agricolas e médicas, e na formulacao de detergentes. Nota-se também o avanco na tecnologia
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por meio de muitas técnicas de otimizagao do processo de producao de lipases por meio de
fermentacdo. Thakur (2012) relatou um aumento no nimero de lipases disponiveis desde a
década de 1980 como uma consequéncia dos enormes progressos alcangados na clonagem e
expressdo de enzimas de microbianas, bem como de um aumento da procura para estes novos
biocatalisadores com propriedades especificas e, como a especificidade, a estabilidade, o pH, e
a temperatura.

No Brasil, o 6rgdo responsavel pelo registro e concessao de patentes ¢ o INPI (Instituto
Nacional de Propriedade Intelectual). Apesar de ser um 6rgao brasileiro, a maioria das patentes
de lipases depositadas sdo de origem estrangeira. No Brasil, o desenvolvimento da tecnologia
esta concentrado nas universidades, financiada por 6rgaos como Petrobras. Estas tecnologias
com lipases estdo voltadas principalmente para a formulagdo de detergentes e processos
fermentativos.

A busca por desenvolvimento de novos produtos, o avancgo na tecnologia enzimatica, no
isolamento e manipulagdo de micro-organismos permitird um avango nesse mercado pouco

explorado industrialmente.
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ISOLAMENTO E SELECAO DE BACTERIAS LIPOLITICAS PROVENIENTES DE
AMOSTRAS DE AGUA RESIDUAL DE ABATEDOURO!

Camila Miryan de Oliveira Ferreira?, Fernanda Matias®*, Luiz Augusto Vieira Cordeiro’.

RESUMO: Baseando-se na hipdtese que ambientes com alto teor de lipidios sdo fontes de
micro-organismos produtores de lipases, objetivou-se isolar bactérias a partir de aguas residuais
de abatedouro, a fim de selecionar uma ou mais bactérias promissoras para a producdo desta
enzima. As amostras de 4gua foram inoculadas em trés diferentes meios, Meio mineral, Agua
peptonada e Agua destilada, contendo 6leo de soja como indutor de lipases, e incubadas em
agitacdo por 48 horas. Foram recuperadas um total de 68 linhagens, que foram submetidas ao
teste enzimatico com Rodamina B para a triagem de cepas produtoras de lipase. Nove linhagens
foram identificadas como positiva no teste, com destaque para a ABADO7 e ABAD23 que
apresentaram maior fluorescéncia quando observadas em luz ultravioleta a 365 nm. Dentre as
nove linhagens promissoras, seis foram caracterizadas como Gram-negativas e trés como Gram-
positivas. Os resultados evidenciaram que aguas residuais de abatedouros sdo fontes

interessantes de bactérias lipoliticas.
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ISOLATION AND SELECTION OF LIPOLYTIC BACTERIA FROM
WASTEWATER SLAUGHTERHOUSE

ABSTRACT: Based on the supposition that environments with high levels of lipids are sources
of producing lipases microorganisms, is aimed to isolate bacteria from wastewater
slaughterhouse in order to select one or more promising bactéria for the production of this
enzyme. Water samples were inoculated into three different means, mineral medium, peptone
water and distilled water containing soybean oil as lipases inducer and incubated under stirring
for 48 hours. They identified a total of 68 strains were subjected to the enzymatic assay with
Rhodamine B for screening for lipase producing strains. Nine strains were identified as positive
in the test, highlighting the ABADO7 and ABAD23 that showed higher fluorescence when
viewed in ultraviolet light at 365 nm. Among the nine promising strains, six were characterized
as Gram-negative and three as Gram-positive. The results showed that wastewater from

slaughterhouses are interesting sources of lipolytic bacteria.

Keywords: Isolation. Lipase. Bacteria. Rhodamine B.
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INTRODUCAO

A industria de abate e processamento de carnes desempenha um importante papel em
relagdo a poluigdo ambiental, principalmente em func¢ao do grande consumo de agua e geragao
de efluentes com alta carga poluidora (MACHADO et al., 2007).

Efluentes de abatedouros, frigorificos, laticinios e industrias de alimentos em geral,
contém altos niveis de gorduras e proteinas que apresentam baixa biodegradabilidade. Os
problemas causados por excesso de 6leo e gordura incluem a reducdo da taxa de transferéncia
de fase de células-aquosa, sedimentacdo devido ao desenvolvimento de micro-organismos
filamentosos, desenvolvimento e flotacdo de lamas com fraca atividade, o entupimento e o
aparecimento de odores desagradaveis. Assim, a aplicacao de um pré-tratamento para hidrolisar
e dissolver os lipidios pode melhorar a degradag@o biologica de dguas residuais, acelerar o
processo e melhorando assim a eficiéncia de tempo (CAMMAROTA; FREIRE, 2006).

Os micro-organismos hidrolisam os triacilglicerideos em meio extracelular, por acao de
lipases, produzindo acidos graxos e glicerol. As lipases (triacilglicerol acil hidrolases,
E.C.3.1.1.3) compreendem um grupo de enzimas hidroliticas que atuam na interface organica-
aquosa, catalisando a hidrdlise de ligacdes éster-carboxilicas, presentes em acilglicerdis
(SAXENA et al, 2003).

O potencial biotecnolégico das lipases relaciona-se ao fato de catalisar nao apenas a
hidrélise, mas também reagdes de esterificagao e transesterificagdo, € mantém sua estrutura e
atividade em solventes organicos, ndo requerem a presenga de co-fatores, catalisam
reagdes em baixa temperatura e pressao, possuem uma larga especificidade pelo substrato, e
exibem alta enantiosseletividade (SAXENA et al., 2003; CASTRO; MENDES; SANTOS,
2004; CONTESINI et al., 2009; RIGO et al., 2010).

Dentre os processos bioquimicos descritos na literatura, as lipases estao entre as enzimas
mais empregadas. Depois das proteases e amilases, esse grupo enzimatico movimentando
bilhdes de dolares. No entanto, mesmo com uma variedade de lipases microbianas, o uso dessas
enzimas em escala industrial ainda ¢ escasso, devido aos elevados custos de produgdo
(PAQUES; MACEDO, 2006). Com isso, o crescente mercado enzimatico das lipases exige a
sele¢dao de novos micro-organismos produtores com maiores taxas de producao a fim de reduzir
os custos, visando aumentar a produtividade e obter enzimas com diferentes propriedades
(SHU; XU; LIN, 2006).

Diante desta realidade, este trabalho teve por objetivo o isolamento e selecdo de

bactérias produtoras de lipases, a partir de amostras de agua residual de abatedouro local.
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MATERIAL E METODO

Coleta e enriquecimento

As linhagens bacterianas deste projeto foram obtidas a partir de 4agua residual do
Abatedouro Frigorifico Industrial de Mossord S/A — AFIM (-5.211067, -37.314047). Foram

coletadas trés amostras, de pontos aleatdrios e levadas ao laboratdrio em caixas térmicas.

O processo de enriquecimento bacteriano foi realizado utilizando trés diferentes meios:
Meio minimo (descrito na Tabela 1 e 2), Agua Peptonada e Agua destilada. Para isso, 10 mL
das amostras foram transferidas para frascos de vidros assépticos, contendo 50 mL dos
respectivos meios € 5 mL de 6leo de soja comercial, que atua como indutor na produgdo de
lipases. Os frascos foram incubados em agitadores durante 48h, a 120 rotagdes por minuto (rpm)
a temperatura de 30 °C, segundo metodologia adaptada de Haba e colaboradores (2000), e
Mongogkolthanarukw e Dharmsthiti (2002).

Isolamento bacteriano

Apo6s o periodo de incubacgao, 100 uLL das amostras provenientes do enriquecimento
foram subcultivadas em meio mineral minimo sélido e meio mineral basal (descrito nas Tabelas
3 e 4), realizando-se o espalhamento com uma al¢a de Drigalsky. As placas foram incubadas a
30 °C por um periodo de 24 a 72 horas. A sequéncia do isolamento foi realizada através da

técnica de esgotamento por estrias para a obtencdo de culturas puras.

Selecao de bactérias lipoliticas

As linhagens foram inoculadas em meio basal contendo trés diferentes concentragdes
de Rodamina B, 6leo de soja comercial e Triton X-100. O Meio 1 continha solu¢do de Rodamina
B (0,001% m/v), e emulsdo de 6leo de soja comercial com Triton X-100 (Sigma) para uma
concentragdo final de 1% e 0,1%, respectivamente. No Meio 2 foi acrescido 0,01% de solugao
de Rodamina B, e uma emulsdo de 6leo de soja (2%) com Triton X-100 (1%). E no meio trés
as concentracdes de Rodamina B, o6leo de soja e Triton X-100 foram de 0,1%, 5% e 1%,
respectivamente. As placas foram incubadas a 30 °C por 24-48h, e apods esse periodo,
observadas em luz ultravioleta a 365 nm. Este procedimento foi realizado em triplicata, duas

VEZES.
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Os isolados selecionados no teste enzimdatico foram caracterizados pela analise visual
das colonias crescidas a 30°C em Agar Nutritivo, e pela analise morfologica e tintorial, através
da visualizac¢do de laminas por coloragdo de Gram. Todos os isolados foram estocados a -20 °C

em Meio basal com adi¢ao de Solugdo de Glicerol a 25%.

Tabela 1: Meio de Cultura Minimo

Reagentes P.A. e Solucgdes Composicdo Quimica Concentracéao
Cloreto de sddio NaCl 1,0g/L
Sulfato de amonio (NH4)2 SO4 500/L
Fosfato de s6dio monobasico NazHPO4 6,2 g/L
Fosfato de potassio monobasico KH2PO4 0,9 g/L
Sulfato de magnésio MgS04.7H20 0,3g/L
Solugéo fungicida® 1 mL/L
Solug&o de micronutrientes? 1 mL/L
Agar puro em p6® 15 g/L

Acrescido ao meio de cultura apos esterilizacao.
*Preparada conforme descricio dos reagentes e suas concentracdes na tabela a seguir.
%0 Agar sera utilizado apenas para a producéo de meio de cultura minimo sélido.

Tabela 2: Solugao de Micronutrientes

Solugéo (*) Reagentes P.A. Composicdo quimica Concentracéo
(mg/l)
1 Fosfato de potassio KH2PO4 1500
monobasico
Fosfato de potassio K2HPO4 1500
dibasico
Cloreto de amonio NH4CI 500
Sulfeto de sodio Na2S.7H20 50
2 Cloreto de ferro FeCls. 6H20 2000
Cloreto de zinco ZnCl2 50
Cloreto de cobre CuClz. 2H20 30
Cloreto de manganés MnClz. 2H20 500
Molibidato de aménio (NH4)6.M07024 .4H20 50
Cloreto de aluminio AICls 50
Cloreto de cobalto CoCls. 6H20 2000
Acido cloridrico HCI (concentrado) 1 mL

(*) E adicionado ImL da solugdo 2 a 1 litro da solugdo 1, compondo a solugdo de diluicao.
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Tabela 3: Meio Basal de Sais Minerais

Reagentes P.A. e Solugdes Composicdo Quimica Concentracéao
Sulfato de aménio (NH4)2 SO4 2,64 g/L
Fosfato de potassio dibasico K2HPO4. 3H20 5,65 g/L
Fosfato de potassio monobasico KH2PO4 2,38 g/L
Sulfato de magnésio MgSQO4.7H20 1g/L
Solucéo de sais tragos! 1 mL/L
Agar puro em p6 15 g/L

Solugio de glicose 1%?
Preparada conforme descrigéo dos reagentes e suas concentragdes na tabela a seguir.
?Autoclavar a solugio de glicose separadamente, e adicionar junto a solugdo apds esfriar.

Tabela 4: Solugao de Sais Tragos

Reagentes P.A. e Solugdes Composicdo Quimica Concentracéao
Sulfato cobre CuS04.5H20 6,4 g/L
Sulfato de ferro FeSO4.7H20 1,19/L
Cloreto de manganés MnCl2.4H20 7,9 g/L
Sulfato de zinco ZnS04.7H20 1,59/L
RESULTADO E DISCUSSAO

Apds o enriquecimento, foram isolados um total de 68 colonias microbianas
morfologicamente distintas, dentre as quais 33 foram recuperadas a partir do enriquecimento
com agua destilada, 21 a partir do meio minimo e 14 de agua peptonada. As linhagens foram
identificadas com a sigla AB seguido da sigla correspondente ao meio de cultura proveniente
do seu enriquecimento (AD para agua destilada, MM para meio minimo e AP para agua
peptonada).

Os meios de cultivo utilizados neste trabalho foram escolhidos a fim de garantir uma
diversidade maior de bactérias isoladas. O Meio Minimo (Tabelas 1 e 2) descrito por Sugimori,
Nakamura e Mihara (2002) e adaptado por Semionato (2006) contém Nistatina para prevenir o
crescimento de fungos, e foi apontado como eficiente no isolamento de bactérias do género
Bacillus. J4 o Meio Basal (SHIRLING; GOTTLIEB, 1966) (Tabelas 3 e 4) mostra-se mais
eficiente para os gé€neros Burkholderia, Pseudomonas, Ralstonia, Cupriavidus e alguns
Bacillus.

Entre os substratos que podem ser utilizados para selecionar os micro-organismos que
produzem lipases, os 6leos vegetais vém se destacando cada vez mais. Um estudo realizado por

Haba e colaboradores (2000) mostrou que o solo, uma vez enriquecido com o6leo vegetal
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residual, proporcionou condi¢des favoraveis para o desenvolvimento e selecdo de micro-
organismos lipoliticos. Neste trabalho foi utilizado 6leo de soja comercial para induzir o
crescimento de bactérias lipoliticas no meio de cultivo, durante o enriquecimento.

Para a selecdo de linhagens produtoras de lipase adotou-se o método que o utiliza o
corante fluorescente Rodamina B. A presenga de um halo fluorescente indica as colonias
positivas para a produgdo de lipases. Sendo assim, as linhagens foram selecionadas pelo
tamanho do halo formado e pela intensidade da fluorescéncia em luz ultravioleta.

A sensibilidade, a rapidez e a simplicidade do teste de Rodamina B para a triagem de
bactérias lipoliticas foram as principais razdes para a utilizagao desse teste no presente trabalho.

Para a padronizagdo da metodologia de selegao, trés meios solidos foram testados para
avaliar a eficiéncia das concentragdes de Rodamina B, 6leo de soja e Triton X-100, e determinar
a concentracdo ideal destes componentes que possibilite o crescimento bacteriano e a
visualizag¢ao dos halos utilizando a luz ultravioleta.

No Meio 3, que continha maior concentracdo de corante (0,1%) e de 6leo (5%), ndo foi
observado crescimento bacteriano em placas, talvez ocasionado a alta concentracdo de oleo,
que deixou o meio semi-solido. No Meio 2, observou-se o crescimento bacteriano, porém foi
impossivel detectar o aparecimento de halos e fluorescéncia. O Meio 1, que continha as menores
concentragdes de Rodamina B, o6leo de soja e Triton X-100 (0,001%, 1% e 0,1%,
respectivamente), foi favoravel ao crescimento bacteriano e pode-se observar os halos e
fluorescéncia em luz ultravioleta.

Alguns trabalhos fizeram uso de meio com Rodamina B a 0,001% m/v e conseguiram
avaliar e selecionar eficientemente bactérias produtoras de lipase (SHARMA et al, 2014;
CARVALHO, 2012; JARVIS; THIELE, 1997; KOUKER; JAEGER, 1987). Baldo e
colaboradores (2013) detectaram a presenga de atividade lipolitica em uma linhagem do género
Pseudomonas utilizando um meio com concentragdo de Rodamina B e 6leo de soja igual a
utilizada no Meio 1 deste trabalho.

Nove isolados foram selecionados a partir do seu resultado positivo no teste enzimatico,
sdo eles ABADO1, ABADS, ABAD7, ABAD9, ABAD12, ABAD17, ABAD20, ABAD21 e
ABAD?23 (Foto 1). As linhagens ABAD0O7 e ABAD23 apresentaram um grau de fluorescéncia
mais elevado, comparado com as demais. De acordo com Kouker e Jaeger (1987), o tamanho
do halo de hidrolise, representado pela fluorescéncia causada pela interagdo dos 4cidos graxos

livres com o corante, apresenta correlagdo positiva com a atividade lipolitica.
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Figura 1 — Teste enzimatico com corante Rodamina B, para a identificagdo de linhagens produtoras de
lipase. (A) ABADO1 (B) ABADOS (C) ABADO7 (D) ABADO09 (E) ABADI12 (F) ABAD17 (G) ABAD20
(H) ABAD21 (I) ABAD23

Semionato (2006) isolou 27 cepas de bactérias a partir da escuma de dispositivos de
remocdo de gorduras, das quais 19 linhagens lipoliticas foram selecionadas pelo teste de
Rodamina B. Carvalho (2012), também pelo método da Rodamina B, conseguiu selecionar 25
linhagens produtoras de lipase, a partir de solo contaminado com 6leo vegetal, dentre elas uma
espécie do complexo Burkholderia cepacia.

As nove linhagens promissoras foram provenientes do crescimento em placa com Meio
basal, meio que contem glicose em sua composicao. Um dos principais agentes envolvidos com
a atividade lipolitica tem sido fonte de carbono, uma vez que as lipases sdo enzimas induziveis
geralmente produzidas na presenca de lipideos como um 6leo ou qualquer outro indutor como
triacilglicerdis, acidos graxos, ésteres hidrolisaveis, tweens, sais biliares, glicerol e glicose
(BRADOO; SAXENA; GUPTA, 1999; GHOSH et al., 1996; LI, CHENG; CHEN, 2004;
RATHI; SAXENA; GUPTA, 2001).

Autores relataram que alguns micro-organismos apresentam atividades mais elevadas,
quando cultivadas em meio contendo glicose (SHARMA; CHISTIB; BANERJEE, 2001;
MOHAN et al, 2008). Tavares (2011), ao estudar meios alternativos para a produgado de lipase
por Bacillus lichenformis, constatou um crescimento superior no meio que continha glicose e
6leo de soja. Um estudo realizado por Dahiya e Purkayastha (2011) também mostrou que o
meio que proporcionou uma maior atividade lipolitica para Bacillus sp PD-12 continha glicose

em sua composicao.
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A glicose, além de ser fonte de energia para o metabolismo, ¢ um precursor capaz de
suprir uma gama de intermediarios metabolicos que sdo os materiais primarios necessarios para
as reagOes biossintéticas. A partir da glicose, os micro-organismos podem obter os esqueletos
carbonicos para a sintese de aminoacidos, nucleotideos, coenzimas, acidos graxos e outros
intermediarios metabolicos necessarios para o seu crescimento e multiplicagio (NELSON;
COX, 20006).

Segundo Haba e colaboradores (2000), a variacdo do tempo de incubagdo ¢ decorrente
do tempo de crescimento de cada espécie de bactéria, estes autores avaliaram a atividade
lipolitica em varios géneros de bactérias (Pseudomonas, Bacillus, Rhodococcus,
Staphylococcus e Serratia) sendo que a resposta para o teste de Rodamina B variou entre 24 e
72 horas a 30°C. O halo fluorescente formado ao redor das coldnias das linhagens lipoliticas
isoladas nesta pesquisa foi observado, sob a luz U.V., ap6s 24 a 48 horas.

Das noves linhagens promissoras selecionadas, seis foram caracterizadas como Gram

negativas e trés como Gram positivas, € sua morfologia esta apresentada na Tabela 6.

Tabela 5 — Diversidade morfoldgica das linhagens promissoras isoladas de amostras de agua
residual de abatedouro.

Linhagens Gram Morfologia
ABADO1 - Bacilos
ABADO5 + Bacilos
ABADO7 + Bacilos
ABADO09 - Bacilos
ABADI12 + Bacilos
ABAD17 - Bacilos
ABAD20 - Cocos
ABAD21 - Cocos
ABAD23 - Bacilos

Segundo a literatura a maioria das bactérias lipoliticas encontradas na natureza sdo
Gram-negativas (JAEGER; REETZ, 1998; KANWAR; GOSWAMI, 2002, JAEGER;
RANSAC; DIJKSTRA, 1994). O mesmo fato foi verificado nesta pesquisa, onde quase 70%
das linhagens produtoras de lipases foram caracterizadas como Gram-negativas. Carvalho
(2012) obteve resultado semelhante, onde no meio com Rodamina B, das 25 linhagens que
apresentaram atividade lipolitica, 80% foi caracterizada como Gram-negativa e apenas 20%
como Gram-positivas.

Dentre as bactérias lipoliticas Gram-negativas encontra-se os géneros Acinetobacter,

Aeromonas, Pseudomona e Burkholderia (HABA et al., 2000; LIMA JR., 2009; SUGIMORI;
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NAKAMURA; MIHARA, 2002). Entretanto, algumas bactérias lipoliticas sio Gram-positivas,
dentre elas, podem-se citar alguns géneros: Clostridium, Bacillus e Staphylococcus. Contudo,
a atividade lipolitica destas bactérias ¢ menos expressiva que a das bactérias Gram-negativas.
(CAIL et al., 1986; WAKELIN; FORSTER, 1997, ROUSENAU; JAEGER, 2000; JAEGER,;
EGGERT, 1994).

Algumas caracteristicas coloniais observadas neste estudo sao semelhantes a bactérias
lipoliticas ja descritas na literatura. Colonias circulares, com superficie lisa e de coloracdao
amarela-parda, como observada na linhagem ABADI2, caracterizam o género Bacillus
(GIONGO, 2006). Colodnias circulares lisas, que com o tempo adquirem colora¢ao marrom ou
marrom-amarelada, semelhantes a ABADO7, ABAD09 ¢ ABAD23, pode se tratar de
Burkholderia mallei ou B. pseudomallei (QUINN et al., 2007). As caracteristicas morfologicas
dos isolados ndo confirmam que as bactérias isoladas se tratam dos grupos ou espécies citadas,
visto que ha uma grande diversidade de bactérias produtoras de lipases (MESSIAS et al., 2011;
SHARMA; CHISTIB; BANERIJEE, 2001). A determinagao de grupos bacterianos requer além
da descricao morfologica colonial e bacteriana, diversas provas bioquimicas e/ou moleculares.

Em geral, os micro-organismos presentes numa area com elevado teor de uma
substancia especifica, apresentam maior probabilidade de adquirirem a capacidade genética de
decodificar enzimas que atuem na degradacdo desses compostos, tanto quanto maior for o seu
tempo de exposicao a tais compostos (DIAS, 2000). Por isso, o resultado deste trabalho nao
exclui a importancia dos isolados com resultados negativos, pois o fato de serem obtidos de um
ambiente complexo, com alto teor de lipidios, sugere que esses organismos produzem
moléculas necessarias para degradar estes compostos e sobreviver a este ambiente. Algumas
bactérias produzem lipases intracelular, que ndo secretadas no meio, ndo sdo detectadas pelo
teste de Rodamina B, utilizado neste trabalho.

Diversos autores enfatizam que, embora os avangos nos campos da genética, fisiologia
microbiana e instrumentagdo tenham provocado grande impacto na produgdo de enzimas,
programas de triagem visando a sele¢do de micro-organismos com capacidade para produzir
moléculas bioativas continuam a ser um importante aspecto da biotecnologia (BUZZINI;
MARTINI 2002; HA et al., 2007; JAEGER; DIJKSTRA; REETZ, 1999; RUIZ; PASTOR;
DIAZ, 2005).

CONCLUSAO
A grande potencialidade das aplicacfes das lipases nos diferentes ramos industriais,

principalmente devido as caracteristicas diferenciadas apresentadas pelos diversos micro-
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organismos produtores, justifica a procura por novas amostras produtoras dessa enzima,
principalmente de em substratos mais rentaveis, como residuos industriais.

Os resultados deste trabalho refor¢cam a ideia de que micro-organismos provenientes de
ambientes com uma alta carga lipidica, mostram-se como verdadeiros produtores de lipase.
Assim, as aguas residuais de abatedouro e frigorifico, podem vir a ser uma fonte de estudo
promissora para a prospeccao de bactéria lipoliticas.

Apesar de uma parte importante no mercado mundial de lipases ser dominado pelas
enzimas de origem flngica, as lipases bacterianas tém sido extensivamente estudadas e sua
comercializacdo tem melhorado. O conhecimento do potencial de lipases bacterianas aumentou

e estas enzimas tém sido empregues pelos varios setores industriais com éxito.
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ANEXO

1 - MORFOLOGIA DAS COLONIAS DOS ISOLADOS SELECIONADOS DE AMOSTRAS
DE AGUA RESIDUAL DE ABATEDOURO.

(A) ABADO1 (B) ABADO5 (C) ABADO7 (D) ABAD09 (E) ABADI2 (F) ABADI7 (G)
ABAD20 (H) ABAD21 (I) ABAD23
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2- DIVERSIDADE MORFOLOGICA DAS LINHAGENS PROMISSORAS DE AMOSTRAS
DE AGUA RESIDUAL DE ABATEDOURO.

(A) ABADO1 (B) ABADO5 (C) ABADO7 (D) ABADO9 (E) ABAD12 (F) ABAD17 (G)
ABAD20 (H) ABAD21 (I) ABAD23
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