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RESUMO

Actinobactéria é um grupo de bactérias Gram positivas, geralmente filamentosas que
produz uma vasta gama de metabdlitos secundarios. Seu principal habitat é o solo, onde
representam mais de 30 % da microbiota, participando de maneira importante na
decomposicdo da matéria organica. S&8o 6timos produtores de enzimas extracelulares
capazes de degradar moléculas complexas. Essas enzimas, principalmente as lipases,
vém se apresentando como alternativa para degradacdo de 6leos e gorduras e, por isso,
tém sido utilizadas em véarios segmentos biotecnoldgicos. As maiores aplicacGes das
lipases se encontra na fabricacdo de detergentes, pois facilitam a solubilizacdo dos
lipideos em agua. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade lipolitica de isolados
de actinobactéria provenientes de solo impactado com residuos petroquimicos frente a
diferentes temperaturas de incubacdo e Oleos vegetais. Para o estudo de producéo
enzimatica foram utilizados 13 isolados que apresentaram crescimento em agar
nutriente. A hidrolise dos diferentes Oleos foi observada sob a luz ultravioleta com
comprimento de onda de 350 nm. Todos os 13 isolados apresentaram atividade lipolitica
variando conforme a temperatura e substrato utilizados. Os isolados foram capazes
hidrolisar os Oleos girassol e soja em todas as temperaturas testadas. Para o 6leo de
canola a temperatura maxima de hidrolise foi de 45°C. Os demais Oleos foram
hidrolisados por menos de 60 % dos isolados em sua temperatura 6tima de crescimento.
Estes resultados deixam claro que a atividade lipolitica depende intimamente da

temperatura de incubacdo e do tipo de substrato utilizado.

Palavras — chave: Actinobactéria; atividade lipolitica, lipases; biorremediacéo.



ABSTRACT

Actinobacteria are a group of Gram-positive bacteria, with a typically filamentous
growth which produces a wide variety of secondary metabolites. Its main habitat is the
soil, where they represent more than 30% of the microbiota. They play a major role in
the decomposition of organic matter producing extracellular enzymes capable of
degrading complex molecules. These enzymes, particularly lipases, have been presented
as alternatives to degradation of oils and fats, therefore, have been used in many
biotechnological sectors. The major application of lipases is the manufacture of
detergents since they facilitate the solubilization of lipids in water. The aim of this study
was to evaluate the lipolytic activity of actinobacteria isolated from soil contaminated
with petrochemical waste across different incubation temperatures and vegetable oils.
For the enzymatic production, 13 isolates were used. Hydrolysis of the different oils has
been observed under ultraviolet light with a wavelength of 350 nm. All 13 isolates
showed lipolytic activity, varying according to the temperature and substrate used.
Isolates were able to hydrolyze sunflower and soy oil in all temperatures assayed. For
canola oil the hydrolysis happens at the maximum temperature of 45 ° C. Other oils
were hydrolyzed by less than 60% of the isolates at their optimum temperature. These
results clearly show that the lipolytic activity intimately depends on upon the incubation

temperature and the type of substrate used.

Keywords: Actinobacteria; lipolytic activity, lipases; bioremediation.



INTRODUCAO

Actinobactéria ¢ um grupo de bactérias Gram positivas, geralmente
filamentosas que produz uma vasta gama de enzimas extracelulares, como celulases,
amilases, lipases entre outras (Duarte, 2012). Seu principal habitat € o solo, onde
representa mais de 30 % da microbiota, participando de maneira importante na
decomposicdo da matéria organica (Kennedy 1999). O género mais abundante é o
Streptomyces representando mais de 90% das actinobactérias presentes no solo (Xu et

al.1996).

Lipases sdo enzimas pertencentes ao grupo das serina hidrolases e seus
substratos naturais sdo os triglicerideos. Seu modo de acdo se assemelha muito ao das
esterases, porém, sua atividade é muito aumentada na interface polar/apolar e
apresentam maior afinidade por &cidos graxos de cadeia longa (Pastore et al. 2003). As
lipases sdo normalmente estaveis em solucBes aquosas, neutras a temperatura ambiente
e em sua maioria apresentam atividade 6tima entre 30 e 40°C. Entretanto, o termo
estabilidade depende muito da origem sendo as lipases de origem microbiana as mais
estaveis (Castro et al 2004).

Lipases sdo utilizadas na industria de alimentos, no desenvolvimento de
aromas e na maturacdo de queijos, na indastria oleoquimica (hidrolise de Oleos,
gorduras e sintese de biosurfantantes) e no tratamento de residuos oleosos da industria
de couro e papel (Carvalho et al. 2005, Pastore et al 2003, Carvalho 2012).

Entretanto, a maior aplicacao industrial das lipases se encontra na fabricacéo de
detergentes. Elas sdo utilizadas como aditivos nos detergentes, pois facilitam a
solubilizacdo dos lipideos em agua (Hasan et al. 2006, Pandey et al. 1999).

As lipases que fazem parte dos detergentes devem atender alguns requisitos:

ter baixa especificidade de substrato, ser resistentes a altas temperaturas e pH elevado,
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possuir resisténcia aos danos causados pelas enzimas tensoativas (proteases, muito
utilizadas em detergentes) (Castro et al. 2004, Hasan et al 2006, Sharma et al. 2001).
Um estudo realizado por Silva (2014) com actinobactéria isolados de landfarming,
mostrou que conforme a temperatura do sistema aumentava maior era 0 nimero de
isolados positivos. Isso indica que tais isolados sdo capazes de produzir lipases a altas
temperaturas, consequentemente tais lipases sao termoestaveis.

Outro ponto importante dos organismos produtores de lipases é sua utilizacdo
na biorremediacdo. A biorremediacdo consiste em um processo de descontaminacgao
por microrganismos autoctones ou aloctones, podendo ser realizada através de
bioaumentacdo, bioestimulacdo ou atenuacdo natural monitorada (Muteca 2012). A
técnica de bioaumentacdo consiste na introdugdo de microrganismos cultivados para
degradar cadeias de hidrocarbonetos dentro de um sistema natural contaminado. O
processo de bioestimulagdo consiste em introduzir nutrientes adicionais na area
contaminada, incentivando o crescimento dos microrganismos capazes de degradar 0s
poluentes do meio promovendo o0 aumento da populacdo microbiana e
consequentemente, uma degradacdo mais rapida do contaminante. Na atenuacao natural
monitorada, a degradacdo do poluente organico presente no solo ocorre sem adequacao
de qualquer condicdo ambiental, onde a desestruturacdo do poluente é realizada pelos
micro-organismos nativos do local, devido a adaptacdo destes a presenca do
contaminante (Andrade 2010, Muteca 2012).

Dentre os processos em que a biorremediacéo é usada esta o landfarming, que
consiste na aplicacdo do residuo na superficie do solo, de modo a reduzir as
concentracBes dos constituintes do petrdleo por meio da biodegradacdo microbiana. O
espalhamento do material oleoso contaminante sobre o0 solo e a incorporacdo na camada

aravel, também denominada camada reativa, afeta diretamente e de modo diferenciado,



0s microorganismos responsaveis pela biodegradacdo. A biodegradacdo microbiana, que
é 0 mecanismo primario de eliminacdo dos poluentes orgénicos do ambiente compde a
base deste tratamento, sendo de grande importancia a manutencdo de uma comunidade
microbiana heterotrofica ativa. Para o melhor funcionamento do landfarming se faz
necessario a adicdo de nutrientes, especialmente fosforo, nitrogénio e potéssio, pois o
aumento da concentracao de carbono organico no solo aumenta a demanda de nutrientes
pelos microrganismos (de Paula et al. 2006, Silva 2009). Além disso, podem ser feitas
outras adequac@es no solo que incluem a adicdo de agua para aumentar a umidade, € a
adicdo de 6xidos de calcio e/ou magnésio para corrigir o pH. Em geral, ocorre maior
degradacéo de hidrocarbonetos em solo de pH neutro, pois s@o as bacterias os principais
agentes da biodegradacdo (Mphekgo & Cloete, 2004). A aeracdo do solo é viabilizada

atraves de arado acoplado a trator (MARIN et al., 2005).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade lipolitica de isolados de
actinobactérias provenientes de solo impactado com residuos petrogquimicos frente a

diferentes temperaturas de incubacao e 0leos vegetais.

MATERIAL E METODOS

Amostras

Os Isolados utilizados sdo oriundos de uma célula de landfarming do Sistema
Centralizado de Controle de Residuos do Polo Petroquimico do Sul (SICECORS). A
SICECORS, desde 1986, recebe residuos petroquimicos da companhia Petroquimica do
Sul, atual Braskem, localizada no municipio de Triunfo/RS. Todas as amostras
pertencem a colecdo de culturas do laboratério de Microbiologia Ambiental do
Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia, do Instituto de Ciéncias

Basicas da Saude (ICBS) /UFRGS. A coleta, o isolamento e a identificacdo das



amostras por caracteristicas morfologicas, taxonémicas foram realizadas por Duarte
(2012). Todos os isolados pertencem ao género Streptomyces e estavam conservados em
meio inclinado &gar amido caseina (ACA) (amido 1%, caseina 0,03%, KNO;3; 0,2%,
NaCl 0,2%, K2HPO4 0,02%, MgSO, 0,005%, FeSO4 0,001%, CaCO3 0,002%, e éagar

1,5%) a 4°C.

Recuperagdo das Amostras

Oitenta e cinco isolados foram inoculados em caldo nutriente (0,5% peptona,
0,3% extrato de carne), pois posteriormente sera usado o meio &gar nutriente para a
analise dos resultados, e incubados sob agitacdo constante a4 uma temperatura de 30°C e
rotacdo de 100 rpm por 10 dias. Posteriormente as culturas foram semeadas pela técnica
de esgotamento, em placas contendo agar nutriente (0,5% peptona, 0,3% extrato de
carne, agar 1,5%). Os 13 isolados que apresentaram melhor crescimento em agar
nutriente foram selecionados para o estudo. Apds a recuperacdo 0s isolados foram
mantidos em agar amido caseina sob refrigeracdo (4°C) para estudos posteriores de

atividade enzimatica.

Atividade Lipolitica

A atividade lipolitica foi observada em &gar nutriente modificado, contendo
0,1% de rodamina a 5% e 2,5% de 6leo vegetal (amendoim, canola, castanha do Par3,
girassol, oliva e soja). O meio base foi previamente resfriado para a adicdo do dleo
esterilizado por filtracdo utilizando membrana de 0,22um. Os isolados foram inoculados
e incubados nas temperaturas de 50°C, 45°C, 40°C, 35°C e 30°C, sendo todos 0s ensaios
realizados em duplicata. A hidrdlise dos dleos foi observada sob luz ultravioleta com
comprimento de onda de 350 nm. Os isolados com capacidade de hidrolizar os 6leos

apresentam halos de cor alaranjada ao redor e/ou sobre as coldnias. 1sso acontece devido
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a presenca de rodamina B no meio de cultura, que emite fluorescéncia laranja na

presenca de acidos graxos resultantes da hidrolise.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Atividade lipolitica

Todos os isolados apresentaram atividade lipolitica em pelo menos dois dos
6leos testados, variando conforme o tipo de 6leo e a temperatura analisada (Figuras 1 e

2)

Figura 1: Hidrélise do 6leo de soja a temperatura de 50°C apds 14 dias de incubacao.

Figura 2: Hidrdlise do 6leo de girassol & temperatura de 35°C ap6s 14 dias de incubagao
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Comparando os 6leos testados observou-se que o dleo de soja foi hidrolisado
em todas as temperaturas testadas, na temperatura de 50°C, 100% dos isolados
apresentaram atividade lipolitica. A temperatura 45°C 76,9 % dos isolados hidrolisaram

0 Gleo de soja a 40°C, 69,2% e a 35°C, 92,3% dos isolados (Figura 3).

Para a hidrolise do dleo de girassol observou-se que, a medida que a
temperatura de crescimento aumentava um nimero maior de isolados era capaz de
hidrolisar o 6leo. Na temperatura de 35°C, 38,46% dos isolados foram positivos para a
reacdo, a 50°C 100% dos isolados hidrolisaram o 6leo de girassol. O 6leo de canola
apresentou, assim como o de girassol, um aumento no numero de isolados positivos a
medida que aumentava a temperatura de incubacdo. Porém, na temperatura de 50°C
nenhum isolado foi capaz de hidrolisar o ¢leo de canola (Figura 3). Na hidrolise do 6leo
de castanha do Para os isolados apresentaram temperatura étima de incubacdo a 40°C
com 61,53% dos isolados positivos. No meio de cultura, suplementado com 6leo de
amendoim, somente trés isolados apresentaram atividade lipolitica a 35°C. Para a
hidrolise do azeite de oliva a maior atividade ocorreu a 35°C, mas também se

observaram isolados positivos a 40°C (Figura 3).
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Figura 3: Porcentagem de isolados positivos para atividade lipolitica frente a diferentes

Oleos vegetais e temperaturas de incubacdo n=13.

Os resultados mostram que a atividade lipolitica esta intimamente ligada a
temperatura de incubacdo e ao tipo de substrato utilizado. Abbas et al. (2002),
estudando a lipase de Mucor sp. observaram que esta era mais ativa no intervalo de 30 a
45°C, sendo a temperatura 6tima de 35°C. Rashid et al. (2001) observaram em seus
ensaios que a 35°C foi a temperatura Otima para a atividade lipolitica de lipases
produzidas por Pseudomonas sp. Entretanto, a temperatura Otima para atividade
lipolitica varia muito entre as espécies produtoras das enzimas. Duza & Mastan (2014),
por exemplo, estudaram isolados de Achromobacter xylosoxidans (TS2MCN) e Bacillus
thuringenesis (TS11BP) produtores de lipase e observaram que a melhor atividade
dessas enzimas ocorreu & 45°C. Da mesma forma Rahman et al. (2005) e Chakraborty &
Raj (2008) estudando atividade lipolitica Pseudomonas sp. e Bacillus licheniformis
MTCC 6824 também observaram como temperatura 6tima 45° C . Carvalho (2012)
observou que a lipase produzida pela linhagem de Bulkholderia cepacea 019

apresentou melhor atividade & temperaturas superiores a 65 °C.
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No presente trabalho, nenhum dos isolados apresentou 100% de eficiéncia, ou
seja, foi positivo a0 mesmo tempo para todas as temperaturas e Gleos testados (Tabela
1). Os isolados que melhor hidrolisaram os 6leos testados foram o 3.4 e o 2.8
degradando todos os 6leos na maioria das temperaturas testadas. A temperatura de 35°C
0 isolado 3.4 degradou todos os Gleos e a 40 e 45°C ndo degradou os éleos de oliva e
amendoim e a 50°C somente degradou os dleos de soja e girassol. O isolado 2.8
degradou todos os 6leos & 35°C (com exce¢do do 6Oleo de oliva), a 40 e 45°C ndo
degradou os 6leos de oliva e amendoim e & 50°C hidrolisou os dleos de soja girassol e
castanha do Pard. O isolado 2.1 foi o que teve menor atividade lipolitica hidrolisando

apenas o0 Oleo de soja & 45 e 50°C, e 0 6leo de girassol a 50°C (Tabela 1).
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A composicao dos 6leos pode ter contribuido para as diferencas nos resultados obtidos.
Acidos graxos insaturados de cadeia longa sdo conhecidos por aumentarem a produgéo
de lipases (Ghosh et al., 1996). Um estudo realizado por Wang et al. (2008) demonstrou
que a capacidade do Oleo de oliva de induzir a producdo de lipase pode estar
relacionada com a sua composic¢do, constituida em mais de 70% por acido oleico. Neste
trabalho a melhor atividade lipolitica ndo foi observada no 6leo de oliva, e sim nos
6leos de soja e girassol. Os dleos de girassol e soja contém uma pequena fragcdo na sua
composicao do acido tetradecaddico, o que pode ter contribuido para a melhor hidrélise
destes Gleos. Ja nos 6leos de amendoim e oliva, que foram aqueles para os quais o
menor numero de isolados apresentou atividade lipolitica o &cido tetradecaddico néo
estd presente. Além disso, os 0leos de amendoim e oliva possuem em sua composi¢ao
um teor maior de &cidos graxos insaturados com uma dupla ligacdo (Fonseca &
Gutierrez) (Tabela 2). Isso indica que as lipases produzidas pelos isolados neste trabalho
tem preferéncia por acidos graxos de cadeia mais curta e por acidos graxos insaturados

com maior nimero de duplas ligacdes.
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Tabela 2: Composicdo em &cidos graxosdos 6leos vegetais (% em peso, do total dos acidos

graxos)
Oleos Vegetais
Acido Graxo (1) Oliva Milho Girassol Soja Algoddo  Amendoim
14:00 - - 0,08 0,2 0,8 -
16:00 14,23 14,03 8,36 11,35 20,13 11,42
18:00 3,41 3,33 5,03 4,15 3,1 2,82
20:00 0,58 1 0,43 0,15 0,2 2,33
22:00 - - - - - 2,08
Total Saturados 18,26 18,36 13,9 15,85 24,23 18,65
14:01 - - 0,04 - - -
16:01 2,52 0,2 0,05 0,05 1,43 -
18:01 71,1 35,08 27,65 25,3 22,86 41,69
18:02 6,76 444 56,3 50,6 50,16 38,46
18:03 1,36 1,96 2,06 8,2 1,32 1,17
Total 81,74 81,64 86,1 84,15 75,77 81,32
Insaturados

(1) numero de atomos de carbono : nimero de duplas ligacoes

No Brasil 6leo de soja é o mais consumido tanto para fins alimentares quanto
para producdo de biodiesel. A producdo total, em 2015, dleo de soja segundo a
Associacio Brasileira das Industrias de Oleos Vegetais (ABIOVE 2016) foi de 8074
toneladas, e dessas, 6521 toneladas é destinado ao consumo doméstico.

Em um estudo realizado por Tomazi et al. (2014) em ljui — RS monstrou que
os valores médios estimados de 6leo comestivel descartado podem alcancar 10 mil litros
semanais ou 520 mil litros anuais sendo 67% deste volume descartado inadequadamente
no ambiente. Se aplicarmos os resultados dos autores ao resto do pais teremos
aproximadamente 4369 toneladas de 6leo de soja sendo descartados inadequadamente
por ano no Brasil. Por este motivo torna-se necessaria a biorremediacéo.

A producédo de lipases com amplas faixas de termoestabilidade é de extrema
importancia tanto para as aplicacdes industriais quanto para 0S processos de

biorremediagdo. Na aplicacdo industrial essa estabilidade € importante, pois muitos
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processos utilizam faixas extremas de temperatura (Messias et al. 2011). Na
biorremediagdo ndo acontece o contrario, Visto que as temperaturas nesse processo
também variam muito de acordo com a localidade. Os solos do Brasil tem temperatura
média de 25° & 30°C, o que favorece o metabolismo das bactérias mesofilicas (Andrade
et al. 2010). Entretanto, no estado do Rio Grande de Sul as temperaturas médias variam
entre 15 e 18°C, com minimas de até -10°C e maximas de 40°C (Atlas s6cio econémico
do Rio grande do Sul). Portanto as bactérias utilizadas nos processos de biorremediagédo
devem estar adaptadas & esse tipo de condicdo. Nerurkar et al. (2013) observaram em
seus estudos que a lipase de Bacillus sonorensis exibia atividade maxima em condi¢des
alcalinas e mantinha-se estavel ao longo de um intervalo de temperatura desde O até

60°C.

CONCLUSOES

A maior parte dos isolados conseguiu hidrolisar os diversos tipos de substratos
em diferentes temperaturas, o que indica que o género Streptomyces é um bom produtor
de lipase e tem potencial para ser utilizado na producdo em larga escala nos segmentos
industriais e na biorremediacdo. Entretanto maiores estudos devem ser realizados a fim

de confirmar esses resultados.

PERSPECTIVA

Como perspectiva desse projeto sera analisada quantitativamente a producéo
das enzimas dos isolados 3.4 e 2.8, que foram 0s que apresentaram melhores resultados
qualitativos e adicionalmente pretende — se otimizar o cultivo para a producéo da lipase

e proceder com sua caracterizacao.
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