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ABSTRACT:

Lipids released in effluents represent great damage to the environment and represent a high investment of financial resources in treating fatty waste.
In this context, alternative processes have been used to reduce the concentration of lipids contained in the said effluents by enzymes, particularly
lipases. The identification of new sources of lipase bacteria isolated from the environment allows the development of new enzymatic systems. The
objective of this study was to identify lipolytic strains in a collection of isolated bacterial soil samples associated with the rhizosphere of cabbage
and chicory and the isolation of bacteria with lipolytic activity in domestic grease traps for the construction of a collection of bacteria for use in
treatment oily effluents. We use as a screening method cultivation of strains isolated in the presence of Rhodamine B (qualitative assay). The
selected strains were subjected to quantitative method for determining lipase activity based on hydrolysis of palmitate nitrophenyl. Subsequently,
the isolated with the greatest potential lipolytic was used for vitro assay in vitro to the decay of oil and grease (O & G) of fatty effluent samples. In
the qualitative assay 84 strains isolated from the rhizosphere were tested, and from the 45 isolated from chicory, just the CHO2 strain was positive
and from the 39 isolated from cabbage, the C24 strains, C37 and C38 were positive. In the same way, 16 strains isolated from grease traps were
tested. From these 16, 5 strains were positive (E4 Nil, Ni2, Q1 and Q2). The positive strains were subjected to quantitative assay in which the strain
PAO-1 of Pseudomonas aeruginosa (100% lipase activity) was used as reference. The strains with higher percentages of increased lipase activity
were the C38 strains of cabbage rhizosphere (32.4  11.8%) and Q1 of the effluent of domestic grease trap (50.3 7.1%). The isolated grease trap
effluent Q1 was selected for the decline test O & G which showed a 28.6  18.8% decrease of content of O&G , which is a higher decay than that
found in the treatment with PAO-1 reference strain (54.5 22.5%).
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RESUMO:

Os lipideos langados nos efluentes representam grande prejuizo ao meio ambiente bem como representam um investimento de recursos financeiros
alto no tratamento efluentes gordurosos. Dentro deste contexto, processos alternativos vém sendo utilizados na reduc@o da concentracdo de lipideos
contidos nestes efluentes por meio de enzimas, particularmente lipases. A identificagdo de novas fontes de lipases de bactérias isoladas do meio
ambiente possibilita o desenvolvimento de novos sistemas enzimaticos. O objetivo deste trabalho foi identificar cepas lipoliticas em uma cole¢do
de amostras bacterianas isoladas do solo associadas 4 rizosfera de couve e chicoria e o isolamento de bactérias com atividade lipolitica em caixas
de gordura domésticas visando a construgdo de uma colegio de bactérias para utilizagdo em tratamento de efluentes gordurosos. Utilizamos como
método de triagem o cultivo das amostras isoladas em presenca de Rodamina B (ensaio qualitativo). As cepas selecionadas foram submetidas ao
método quantitativo para determinacdo da atividade lipolitica fundamentado na hidrélise de palmitato de nitrofenila. Posteriormente, o isolado com
maior potencial lipolitico foi utilizado para o ensaio do decaimento de 6leos e graxas (O&G) em amostras de efluentes gordurosos in vitro. No
ensaio qualitativo, foram testadas 84 cepas isoladas da rizosfera, sendo que dos 45 isolados da chicoria apenas a cepa CHO2 foi positiva e dos 39
isolados da couve, foram positivas as cepas C24, C37 e C38. Da mesma forma, foram testadas 16 cepas isoladas de caixas de gordura das quais 5
cepas foram positivas (E4, Nil, Ni2, Q1 e Q2). As cepas positivas foram submetidas ao ensaio quantitativo no qual foi utilizada como referéncia a
cepa PAO-1 de Pseudomonas aeruginosa (100% de atividade lipolitica). As cepas que apresentaram maiores percentuais de aumento de atividade
lipolitica foram as cepas C38 da rizosfera da couve (32,4 11,8%) ¢ QI do efluente caixa de gordura doméstica (50,3 7,1%). O isolado de
efluente da caixa de gordura Q1 foi selecionado para o ensaio do decaimento de O&G onde apresentou uma diminuicao de 28,6 18,8%, do teor de
0&G sendo um decaimento superior ao encontrado com o tratamento com a cepa de referéncia PAO-1 (54,5 22,5%).

Palavras-chave: bioprocessos, efluentes gordurosos, lipase, tratamento de efluentes gordurosos

INTRODUCAO residuarias de origem doméstica, de algumas
Lipideos (gorduras, 6leos e graxas) sio  industrias e refinarias de Oleos comestiveis,
as principais matérias organicas  frigorificos, curtumes e industrias de laticinios

(concentragcdes > 100mg. L-1) em aguas (Mendes et al., 2005). A excessiva presenga de
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solidos gordurosos traz consequéncias aos
sistemas de tratamento de esgotos como
entupimento da canalizacdo, mal
funcionamento das estacdes de tratamento e
limitagdo da transferéncia de oxigénio para a
biomassa devido a geracdo de um filme
lipidico na interface ar/agua, com danos aos
processos biologicos anaerobios e aerobios do
sistema (Vidal et al., 2000; Cammarota &
Freire, 2006). Os compostos gordurosos sao
também denominados soélidos flutuantes ou
escuma. Estes residuos geram também mau
cheiro, transbordamento de fossas e caixas de
gordura, necessidade de remogdes da escuma
produzida para aterros gerando polui¢do do
solo e maior custo operacional das estagdes de
tratamento (Jordao & Pessoa, 2005). Residuos
oleosos sdao considerados como  sérios
poluentes em ambientes aquaticos e terrestres
podendo impor sérios danos ecologicos
(Willey, 2001).

Em 1997, a Lei federal n.° 9.433 de 08
de janeiro, instituiu a Politica Nacional de
Recursos Hidricos e criou o Sistema Nacional
de Gerenciamento de Recursos Hidricos com o
objetivo de garantir a atual e as futuras
geracdes agua em qualidade e disponibilidade
suficientes.

A Resolugio CONAMA (Conselho
Nacional do Meio Ambiente) n® 357 de 2005,
determina que qualquer fonte poluidora
somente podem langar seus efluentes em
corpos d’dgua caso atendam o limite de 1 até
20mg.L-1 para o6leos minerais e de até
S0mg.L-1 de Oleos vegetais e gorduras
animais. A Norma Brasileira Registrada- NBR
9800/1988, estabelece que os efluentes
liquidos ndo domésticos a serem langados no
sistema coletor publico de esgoto sanitario
deve ter o teor de 100mg.L-1 de o6leos e
graxas (O&GQG). Esta medida levou a adoc¢ado de
um maior rigor nos padroes de descarte de
aguas residuarias, levando a realizacdo de
pesquisa para obteng¢do de novas ferramentas
visando a reducdo do impacto ambiental,
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especialmente em efluentes contendo elevados
teores de lipideos como os provenientes de
laticinios, matadouros, enlatados, extracao de
o6leos, entre outros (Mendes et al., 2005).

E  necessario que a elevada
concentracdo de triglicerideos, nas estacdes de
tratamento desses efluentes, seja inicialmente
hidrolisada para entdo ser transformada em
fonte de carbono para Dbactérias e,
posteriormente, convertido em biomassa (lodo
ativado) (Dueholm et al., 2001). Além dos
triglicerideos, os efluentes dessas industrias
contétm sulfatos, nitratos e fosfatos, cuja
biodegradabilidade ¢ baixa e a demanda
quimica de oxigénio bastante alta. O
tratamento bioldgico, logo apds o fisico-
quimico convencional, com custo elevado, € o
processo mais utilizado atualmente, mas sua
eficiéncia fica comprometida devido a
presenca de sais inorganicos que inibem a
atividade microbiana. Ha formagao de lodo
com caracteristicas diversas que provocam a
flotacido da biomassa, demora na retencao
hidraulica, redugdo na capacidade dos
aeradores e demanda elevada de produtos
floculantes (Castro&Mendes, 2005).
Alternativamente, vém sendo utilizados outros
processos para reducdo da concentragdo de
lipideos, destacando-se os que utilizam as
lipases (triacilglicerol hidrolases EC 3.1.1.3)
para hidrolise de dleos e gorduras, viabilizando
o tratamento anaerébio e a desobstrucdo de
filmes de 6leos nas tubulacdes, o que prolonga
a vida util dos equipamentos (Berton et al.,
2011). Este tipo de tratamento possui
vantagens como a especificidade tendo em
vista ser um tratamento enzimdatico, o que
permite o controle dos produtos gerados no
processo, além do baixo custo em relacdo a
energia e aos equipamentos, ¢ ainda, desperta
interesse no que se refere a preservacao
ambiental.

As lipases pertencem ao grupo das
hidrolases que catalisam a conversao de
triacilglicerdis a 4acidos graxos. Sdo muito
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utilizadas como catalisadores biologicos em
processos tecnoldgicos de conversao quimica.
Os substratos naturais para as lipases sdao oleos
e gorduras contendo triglicerideos constituidos
de acidos graxos de cadeia longa, ou seja,
ligacdes esteres triplices. Usualmente sao
estaveis em solucdes aquosas neutras a
temperatura ambiente, mas a otima condicao
térmica situa-se entre 30 e 40°C. A
termoestabilidade das lipases pode variar em
funcdo de sua origem, sendo que as lipases
microbianas, em geral, tendem a apresentar
maior estabilidade térmica que as origindrias
de outras fontes (Castro et al., 2004). Lipases
microbianas possuem um enorme potencial
biotecnoldgico, visto que sdo estaveis em
solventes organicos, nao necessitam de
cofatores, podem ter grande especificidade
pelo substrato e exibem elevada
enantiosseletividade (Jacger & Reetz, 1998).

A diversidade de microrganismos ¢
imensa, menos de 10% foram cultivados e/ou
caracterizados, sugerindo que ainda ha muito a
ser descoberto, permitindo a identificagdo de
novas enzimas com interesse industrial
(CARVALHO et al., 2005). Neste contexto,
este trabalho teve o objetivo de avaliar a
atividade lipolitica de cepas bacterianas
oriundas de amostras de solo associadas a
rizosfera da couve e chicoria e de efluentes
domésticos ricos em gorduras (caixas de
gordura).

MATERIAIS E METODOS
1. Cepas bacterianas
1.1. Cepas bacterianas oriundas de amostras de
solo

Foram utilizadas cepas da cole¢dao de
cultura construida por Ferreira (2012) a partir
do isolamento bacteriano de amostras de solo
associadas a rizosfera de couve (Brassica
oleracea L.) e chicodria (Cichorium endivia. L.).
As cepas foram reativadas em meio Luria
Bertanni (LB) contendo 5% de 6leo de soja
comercial para estimular a expressdo maxima
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de lipases.
1.2. Coleta de efluente de origem doméstica

Foram isoladas cepas bacterianas a
partir de efluentes gordurosos de origem
doméstica de Campo Grande e Cosmos no Rio
de Janeiro. A coleta foi realizada pela manha,
ap6s 12 horas sem a insercao de detergentes e
outros produtos quimicos. Para a realizacao
destas coletas foram utilizados tubos Falcon
estéreis de 15 mL e as amostras de efluentes
foram armazenados na geladeira até¢ o
processamento para isolamento de coldnias
com atividade lipolitica pelo método da
Rodamina B.

1.3. Cepa bacteriana de referéncia

A cepa de PAO-1 de Pseudomonas
aeruginosa foi utilizada como controle positivo
para atividade lipasica por serem eficientes
produtoras de lipases (Haba et al., 2000).

2. Selegao de cepas produtoras de lipase pelo
Método Rodamina B

A triagem de bactérias produtoras de
lipase foi realizada pelo método da Rodamina
B descrito por Haba et al.(2000), que detecta
bactérias que apresentam boa expressdo de
lipases extracelulares. E um método
qualitativo que se fundamenta no crescimento
bacteriano em meio rico em gorduras na
presenga de Rodamina B (Sigma Aldrich). As
cepas bacterianas produtoras de lipase
produzem acidos graxos que reagem com a
Rodamina B formando um composto
fluorescente. Ap6és o cultivo pelo periodo
minimo de 24 horas, faz—se a leitura do teste
com uma lampada ultravioleta (365nm). As
cepas que emitem um halo fluorescente ao
redor da colonia sdo consideradas positivas
para a producao de lipases.

As cepas bacterianas isoladas da
rizosfera , a cepa de referéncia Pseudomonas
aeruginosa (PAO-1) e as diluigdes em salina a
0,9% (10-1 a 10-5 ) dos efluentes domésticos
foram semeados em meio sélido Mueller
Hinton acrescido de 0,1% (m/v) de Rodamina
B e uma emulsdo de 6leo de soja comercial



34

(Liza) com Triton X-100 (Sigma Aldrich) na
concentracdo de 5% e incubadas a 30°C, em
estufa bacteriologica, por periodos de 24 e 48
horas. Em ambos os periodos as placas foram
retiradas da estufa e observadas sob luz
ultravioleta (365nm). As cepas consideradas
positivas foram estocadas em LB contendo
20% de glicerol e 5% de d6leo de soja
comercial (Liza) a -20°C até a determinagdo da
atividade lipasica.

3. Determinacao da atividade lipolitica das
cepas bacterianas

3.1. Obtencao dos sobrenadantes de culturas de
cepas produtoras de lipase para determinagdo
da atividade lipolitica.

As cepas bacterianas com atividade lipolitica
foram cultivadas em meio LB suplementado
com 5% de 6leo de soja, sob agitacdo de 150
rpm por 18 horas a 30°C. Logo apos as culturas
foram centrifugadas a 3600 rpm por 10
minutos. Apds esta etapa os sobrenadantes
foram desprezados, obtendo-se o precipitado
utilizado no preparo das  suspensoes
bacterianas com DO680nm= 0,2, em meio LB
suplementado com 5% de 6leo de soja. Apos
esta etapa, foram inoculados 100 pl das
suspensOoes  bacterianas em  Erlenmeyer
contendo 10 mL de meio LB suplementado
com 5% de 6leo de soja (1/100). As culturas
foram incubadas sob agitacdo de 150 rpm por
24 horas a 30°C em shaker orbital. Apos este
periodo de tempo, as culturas foram
centrifugadas a 3600rpm por 20 minutos a 4°C.
O sobrenadante de cada cultura foi coletado e
estocado a -20°C até a dosagem de proteinas e
determinacdo da atividade enzimatica.

3.2. Determinagao da concentragao de
proteinas nos sobrenadantes das culturas

A concentracdo de proteinas das
amostras foi determinada conforme Peterson
(1977). Aliquotas de amostras contendo entre
10 e 100 pg de proteinas totais foram levadas a
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1,0 mL com 4gua destilada. A seguir foi
acrescentado para cada amostra 1,0mL do
reagente A (10 mL de uma solucdo contendo
10% de carbonato de sodio, 0,1% de sulfato de
cobre pentahidratado, 0,2% de tartarato de
potassio, 10 mL de uma solucdo de SDS a
10%, 10mL de NaOH a 3,2 % e¢ 10 mL de agua
destilada). Apds vigorosa agitagdo as amostras
foram deixadas em repouso por 10 minutos
seguindo-se a adi¢do de 0,5 mL do reagente B
(reativo de Folin-Ciocalteu diluido 1:5 em
agua). Apdés 30 minutos foram lidas as
absorbancias a 750nm. Aliquotas de uma
solucdo de albumina bovina contendo
exatamente 10 e 100 pug de proteinas totais
foram usadas como padrao. A quantidade de
proteinas totais nas amostras foi avaliada
através da seguinte formula:

Proteinas totais (ug) = (IxA) S

. S = 1/log (P100/P10)

. I = antilog (2/S - log P100)

Onde A, P100 e P10 sdo as densidades oticas
obtidas em 750nm da amostra, do padrao de
100 pg e do padrao de 10 pg, respectivamente.

3.3. Determinagao da atividade lipolitica

A atividade enzimdtica da lipase livre
foi determinada pelo método descrito por
Winker & Stuckman (1979) modificado por
Kriger (1991) para medir a quantidade de
micromoles de p-nitrofenol liberada através da
hidrolise do p-NPP. Uma solugdo estoque de p-
NPP (3mg.mL-1) foi preparada em alcool
isopropilico  (solugdo A). Outra solucao
(solucdo B) foi preparada a partir de goma
arabica (0.5%) e Triton X-100 (2%), ambos
diluidos em tampao fosfato (pH 7; 0,05M). Em
seguida 4 ml da solucdo A foi adicionada a
36mL de solucao B (1:10). Na solucdo final
de substrato (A+B) foram adicionados 120pul
do sobrenadante (1/10) e em seguida a mistura
foi incubada por 20 minutos a 37°C em
banho-maria. O p-nitrofenol liberado foi
determinado por espectrofotometria a 410nm.

As dosagens foram realizadas em
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triplicata e como controle positivo foram
utilizados sobrenadantes da cepa PAO-1 de
Pseudomonas  aeruginosa. A  atividade
lipolitica do sobrenadante foi calculada de
acordo com a equacao:

[U= (abs). (vol) / (€).(T).(p*)]. Onde:

. Abs- Absorbancia a 410nm

. Vol- volume do ensaio em ml

. €- coeficiente de extingdo molar (18,5
mL pMol-'cm-' do p-nitrofenol)

. T- tempo em minutos

. *p- miligrama de proteinas

A cepa bacteriana que apresentou melhor
atividade enzimatica foi submetida ao ensaio
de decaimento de Oleos e graxas (O&QG).

4. Determina¢do do potencial lipolitico da
enzima bruta pelo decaimento de oOleos e
graxas (O&G) em amostras de efluentes
domésticos pelo método de extragdo Soxhlet.
4.1. Preparo de suspensodes bacterianas para
utilizacdo no ensaio de decaimento de oleos e
graxas

A cepa PAO-1 de
aeruginosa— (controle positivo) e a cepa
ambiental Q1 foram cultivadas em meio LB
suplementado com 5% de 6leo de soja (Liza)
sob agitagdo de 150 rpm, em shaker orbital
(Nova Etica), a 30°C por 18 horas. Apds este
periodo os tubos foram centrifugados a 3.600
rpm a 25°C por 10 minutos.O precipitado
obtido foi utilizado para o preparo das
suspensdes bacterianas em meio LB com
DO680nm= 0,2. Apds esta etapa, foram
inoculados 1mL destas suspensdes bacterianas
em Erlenmeyers contendo 100ml de meio LB
suplementado com 10% de o6leo de soja. Estes
foram também mantidos sob agitacdo de 150
rpm, em shaker orbital, a 30°C por 24 horas.
Apos este periodo, as culturas foram
centrifugadas a 4°C e 3.600 rpm por 20
minutos. Os sobrenadantes obtidos foram
congelados a -20°C.

Pseudomonas
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4.2. Coleta de efluente gorduroso doméstico
para decaimento de O&G

A coleta do efluente foi realizada pela
manha, apdés 12 horas sem a inser¢ao de
detergentes e outros produtos quimicos na
caixa de gordura. Foram coletados 2, 5 litros
de efluente gorduroso, que foram deixados em
repouso sobre a bancada para decantacao de
detritos. Apos a decantacdo, o sobrenadante foi
esterilizado em autoclave a 121°C por 20
minutos.

4.3. Ensaio do decaimento de O&G pelo
método de extracdo Soxhlet

Em erlenmeyers contendo 400mL de
efluente  doméstico  autoclavado  foram
inoculados  isoladamente 100 mL dos
sobrenadantes bacterianos das cepas PAO-1 e
QIl. Como controle negativo foi utilizado
100mL de meio LB suplementado com o6leo de
soja (Liza) a 10%. Os erlenmeyers foram
incubados a 30°C por um periodo de 20horas
sob agitacdo de 200 rpm em shaker orbital
(Nova Etica). Apos este periodo, as amostras
de efluentes foram congeladas a —20 C até o
ensaio de decaimento.

O teor de 6leos e graxas ¢ um indicador
global representativo de wum grupo de
substancia com caracteristicas semelhantes
determinadas quantitativamente com base em
sua solubilidade comum em um solvente de
extracao organico.

As amostras de efluentes contendo
fracdes de Oleos e graxas, apos sofrer
decaimento organico pela agdo de enzimas
presentes nos sobrenadantes das culturas
(controle negativo, PAO-1 e QI1) foram
conduzidas ao ensaio de determinacdo de
0&G pelo método de extracdo Soxhlet. As
amostras em suspensdo foram filtradas em
funil de Biichner contendo papel de filtro
especial (Watman 40). Para evitar a perda do
elemento quantificado (O&G) foi feita uma
cama de terra diatomacea na superficie do
papel de filtro, pela filtracdo de uma suspensao
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de terra diatomdcea preparada previamente
(10g de terra Diatomacea/IL de agua
destilada). Em seguida cada amostra foi
lentamente filtrada. O material retido na terra
diatomacea foi transferido para um cartucho de
extracdo, e 0 mesmo acondicionado no extrator
Soxhlet, que foi conectado a um baldao de
fundo chato contendo o solvente de extracao n-
hexano. A extragdo foi conduzida por
evaporacdes e condensagdes sucessivas do
solvente por 4 horas. Apos este periodo, o
balao contendo o material extraido foi
conduzido ao evaporador rotatorio para
eliminacdo do solvente e, por fim, o balao foi
levado a estufa a 60 °C para secagem até peso
constante. Esse procedimento ¢ feito levando o
baldo a estufa por 1 hora e, posteriormente, ao
dessecador para resfriar sem condensar e
permitir a pesagem a balanca analitica para
afericdo do peso constante. Inicialmente, foi
determinada a massa de cada baldo onde
ocorreu a extracdo. O teor de O&G foi
determinado através da Equacao:

Mg de oleos e graxas/L= P1-P0 x1000/volume
da amostra (L)

Onde:

P1 = massa em gramas do baldo com residuo
de O&G

PO 0 = massa em gramas do baldo vazio

5. Andlises Estatisticas

Os resultados representam médias =+ erros
padroes (SEM) dos valores obtidos. Seguida de
analise de variancia (ANOVA) que determina
diferencas estatisticas entre os grupos. As
andlises e confec¢do de graficos foram
realizadas no programa GraphPad Prism 5.

RESULTADOS
1. Selecdo de cepas bacterianas com atividade
lipolitica pelo método Rodamina B.

A Figura 1A apresenta os resultados da
triagem pelo ensaio da Rodamina B das cepas
isoladas a partir da rizosfera da chicoria e da
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couve, bem como dos efluentes gordurosos.
Dos 45 isolados da rizosfera de chicoria
encontramos apenas 1 cepa positiva (CH02). A
partir da rizosfera de couve foram testadas 39
cepas, das quais 03 cepas foram positivas para
atividade lipolitica (C24, C37, C38). Portanto
dos 84 isolados do solo associados a rizosfera
da chicéria e da couve apenas 4,8% dos
isolados foram positivos para a atividade
lipasica. Ao passo que das 18 cepas isoladas
de caixa de gordura testadas 05 (E4, Nil, Ni2,
Ql e Q2) mostraram-se positivas para a
atividade lipésica, correspondendo a 27,78%
do total dos isolados A Figura 1B mostra a
atividade  lipolitica  positiva da  cepa
Pseudomonas aeruginosa PAO-1 pelo método
da Rodamina B.

A EA Atividade lipolitica Positiva
E=3 Atividade Lipolitica Negativa
50

Numero de Isolados
a8 g B8
s 8 8

°

Origem dos isolados

Figura 1. Selecdo de cepas bacterianas com atividade
lipolitica utilizando o método qualitativo da Rodamina
B. A- Numero de isolados bacterianos com atividade
lipolitica pelo método da Rodamina B. Foram
considerados como resultado negativo, cepas que ndo
emitiram nenhuma fluorescéncia quando expostas a luz
ultravioleta (365nm); Como resultados positivos para
atividade lipasica foram considerados as cepas que
emitiram  fluorescéncia quando expostas a luz
ultravioleta (365nm), apresentando halo fluorescente ao
redor das coldnias; Os resultados foram obtidos apds 48
horas de cultivo em meio com Rodamina B. B-
Atividade

Pseudomonas aeruginosa.

lipolitica positiva da cepa PAO-1 de

2. Determinacao da atividade lipolitica das
cepas bacterianas selecionadas pelo método da
Rodamina B.

A Figura 2A representa os valores
médios (U.g-1 de proteina) da determinagao da
atividade lipasica nos sobrenadantes de
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culturas das cepas isoladas da rizosfera de
couve e de chicoria comparadas a atividade
lipasica nos sobrenadantes de cultura de
Pseudomonas aeruginosa (PAO-1) usada como
controle positivo. Observamos o0s seguintes
valores expressos em U/g de ptn: CHO02
(4,4+0,2), C24 (3,1+0,4), C37 (3,5+0,8). C38
(5,8¢0,5) e PAO-1 (4,3840,5). Quando
comparamos a atividade lipasica nos
sobrenadantes dos isolados da rizosfera com a
atividade lipasica dos sobrenadantes da cepa
controle PAO-1(100%) foi observado que a
cepa (C38 isolada da rizosfera da couve
apresentou uma atividade lipasica de 32,4%
superior ao controle positivo, embora nao
tenha sido estatisticamente diferente (Figura
2B). Os percentuais médios obtidos foram
97,8+ 4,2% para a cepa CH02, 67,9+8,3% para
C24, 77,06£17,8% para C37, 132,4+11,8%
para C38.

Atividade lipasica (Ulg de ptn)

ol B b
€37 C38  PAO- CHo2 c37 c38
Isolados da rizosfera

Isolados rizosfera

Figura 2. Atividade lipasica das cepas bacterianas
isoladas de amostras de solo associadas a rizosfera. A.
Determinacdo da atividade lipolitica de cepas isoladas
da rizosfera e da cepa controle positivo PAO-1. Os
resultados representam valores médios + erro da média
da atividade lipolitica dos sobrenadantes das cepas
isoladas da rizosfera da couve e chicoria em U/g de ptns.
B - Percentual de aumento da atividade lipolitica de
cepas isoladas da rizosfera da chicéria e da couve.
Resultados representam percentuais médios + erros da
média do aumento da atividade lipolitica de cepas
isoladas na rizosfera de chicéria e couve tendo como
referéncia a cepa controle de Pseudomonas aeruginosa
(100%de atividade lipolitica). As médias foram obtidas
de resultados de trés experimentos realizados em

triplicata.
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A figura 3A representa valores médios + erros
da média, expressos em U/g de ptn obtidos na
determinagdo da atividade lipolitica de cepas
isoladas de efluentes gordurosos domésticos
provenientes de caixas de gordura comparadas
a cepa controle PAO-1. A cepa Q1 (6,2 £ 0,36
U/g de ptn) apresentou atividade lipasica
significativamente maior (p<0,05) quando
comparada a atividade lipasica de PAO-1 (4,38
+ 0,5 U/g de ptn). Embora a cepa E4 tenha
apresentado um aumento na atividade lipasica
(5,6 £ 0,3 U/g de ptn), quando comparada a
cepa PAO-1, este ndo foi significativo. Por
outro lado, as cepas Ni e Q2 apresentaram
atividade lipasica inferior a PAO-1, sendo a
atividade lipolitica de Ni foi significativamente
menor (p<0,05) que a cepa padrao. A figura 3B
representa o percentual de aumento da
atividade lipasica das cepas Q1 e E4 quanto
comparadas a atividade lipasica da cepa
controle PAO-1(100% da atividade lipolitica).
Observamos que as cepas isoladas de caixas
de gordura obtiveram percentuais médios de
150,3+7,1% (Q1) e 129,3 £7,6 (E4).

B
200

o
-

% do controle
2
=3

a
o

Atividade lipasica (U/g de ptn)

o

Q2 PAO-1

Isolados de efluentes gordurosos Isolados de efluentes gordurosos

Figura 3- Determinagdo da atividade lipolitica de cepas
isoladas de efluentes gordurosos domésticos (caixas de
gordura). A. Atividade lipolitica de cepas isoladas de
efluentes gordurosos domésticos (caixas de gordura). *
p <0,05 quando a atividade lipolitica das cepas isoladas
de caixas de gordura foi comparada a cepa controle
PAO-1 de Pseudomonas aecruginosa. B. Percentual (%)
de aumento da atividade lipolitica de cepas isoladas de
efluentes gordurosos domésticos (caixas de gordura).
Resultados representam percentuais médios + erros da
média do aumento da atividade lipolitica de cepas
isoladas de caixas de gordura tendo por referéncia a
cepa controle de Pseudomonas aeruginosa (100%). Os
resultados representam médias + erros da média de 2

experimento realizado em triplicata
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3. Decaimento de oOleos e graxas (O&QG)

Para avaliar a eficiéncia do isolado com
atividade lipolitica na degradacdo do efluente
gorduroso, selecionamos a cepa de referéncia
PAO-1 e a cepa QI que teve maior atividade
lipasica. A Figura 4A representa médias + erros
da média dos resultados do decaimento de
0&G (g.L-1) obtida de 2 experimentos
realizados em duplicata. Observamos que a
cepa Q1 apresentou um teor de O&G de
2,05£1,3 g.L-lenquanto que PAO-1 e o
controle negativo apresentaram os valores de
3,9+1,6 g.L-1 e 7,16+0,13 gL-1,
respectivamente.. O maior decaimento de
0O&G do sobrenadante da cepa Q1 pode ser
melhor evidenciado na  Figura 4B. Onde
observamos um percentual de 28,6+18,8% de
teor de O&G em apenas 20 horas de
tratamento com caldo bruto da cepa Ql. Ao
passo que o tratamento com sobrenadante da
cepa de referéncia PAO-1 teve 54,5+22,5% de
teor de O&G. Estes percentuais foram obtidos
quando o teor de O&G encontrado na amostra
de efluente gorduroso sem tratamento (controle
negativo) foi considerado como 100%.

Teor de 0&G (g.L™") »
52 o &

n

Controle Q1 PAO-1 PAO-1 a1
Tratamentos Tratamentos

Figura 4- Decaimento de 6leos e graxas (O&G). A.Os
resultados representam médias + erro da média de dois
experimentos, onde o teor de gordura é expresso em g.L-
1 .B. Representam os percentuais médios + erro da
média dos percentuais do teor de O&G quando o

controle negativo foi utilizado como 100%.
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DISCUSSAO

O percentual de cepas com atividade
lipasica positiva, isoladas de caixas de
gordura, foi de 27,8% do total de cepas
analisadas enquanto que o percentual de cepas
com atividade lipasica isoladas da rizosfera da
couve e da chicoria foi de 4,8%, embora tenha
sido testado um maior numero de isolados
oriundos do solo.

Rhaman et al. (2007) relatam que
ambientes oleosos (esgoto, lixo, lixeiras,
fabricas e efluentes gordurosos) sdo propicios
ao surgimento de microrganismos lipoliticos.
Em acordo com estes dados, Falcone (2009)
pesquisando cepas produtoras de lipase e sua
utilizacdo na geracdo de biodiesel a partir de
residuos oleosos do saneamento, encontrou 24
cepas bacterianas com atividade lipolitica.
Sendo que 17 isolados foram provenientes de
escuma de caixa de gordura residencial e 7 de
escuma de caixa de gordura do restaurante
universitario. Nossos dados levam a ratificar
que pressdes ambientais sao fatores cruciais
para a expressaio de enzimas  por
microrganismos, como lipases, tendo em vista
que a atividade lipolitica de cepas isoladas de
caixas de gordura foram maiores que as
encontradas com as cepas da rizosfera. Além
do fato da cepa QI, isolada da caixa de
gordura doméstica ter tido uma maior
decaimento no teor de O&G que a cepa de
referéncia PAO-1 de Pseudomonas aeruginosa.

Estes resultados nos levam a sugerir
que os efluentes gordurosos parecem ser a
melhor fonte de obtencdo de novas espécies
bacterianas produtoras de lipase.

CONCLUSAO

O percentual de cepas positivas
encontradas nos isolados de caixas de gorduras
domésticas e a eficiéncia da degradacdo do
teor de O&G pela cepa Q1 nos estimulam a
buscar por novos produtores de lipase nestes
efluentes gordurosos para futuras aplicagdes
no saneamento ambiental.
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