UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA

MARIA JHULIA DE PAULO FERREIRA DE SOUZA

PESQUISA DE BACTERIAS PRODUTORAS DE LIPASE NO ACERVO DE

MICRORGANISMOS DA UTFPR-FB

FRANCISCO BELTRAO
2023



MARIA JHULIA DE PAULO FERREIRA DE SOUZA

PESQUISA DE BACTERIAS PRODUTORAS DE LIPASE NO ACERVO DE
MICRORGANISMOS DA UTFPR-FB

Research of lipase producing bacteria in the UTFPR-FB microorganism collection

Trabalho de conclusdo de curso de graduacdo apresentado
como requisito para obtengdo do titulo de Bacharel em
engenharia quimica da Universidade Tecnologica Federal do
Parana (UTFPR).

Orientadora: Prof. Dra. Claudia Eugénia Castro Bravo.
Coorientadora: Prof. Dra Irede Angela Lucini Dalmolin.

FRANCISCO BELTRAO
2023

do trabalho, mesmo para fins comerciais, desde que sejam atribuidos
. créditos ao(s) autor(es). Conteudos elaborados por terceiros, citados e
4.0 Internacional referenciados nesta obra néo sdo cobertos pela licenca.

@ @ Esta licenga permite compartilhamento, remixe, adaptacéao e criagcao a partir



https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.pt_BR

MARIA JHULIA DE PAULO FERREIRA DE SOUZA

PESQUISA DE BACTERIAS PRODUTORAS DE LIPASE NO ACERVO DE
MICRORGANISMOS DA UTFPR-FB

Trabalho de Conclusdo de Curso de Graduacdo apresentado
como requisito para obtencdo do titulo de Bacharel em
Engenharia Quimica da Universidade Tecnologica Federal
do Parana (UTFPR).

Data de aprovacdo: 06/Dezembro/2023

Claudia Eugénia Castro Bravo
Doutorado em Ciéncias dos Alimentos
Universidade Tecnologica Federal do Parana

Irede Angela Lucini Dalmolin
Doutorado em Engenharia de Alimentos
Universidade Tecnologica Federal do Parana

Ellen Porto Pinto
Doutorado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
Universidade Tecnologica Federal do Parana

“A folha de aprovagdo assinada encontra-se na Coordenagdo de Curso”

FRANCISCO BELTRAO
2023



Dedico este trabalho a minha familia, por sempre apoiar
meus sonhos, € a0s meus amigos por estarem comigo
durante todo este processo.



AGRADECIMENTOS

Quero expressar meu profundo agradecimento aqueles que foram pilares essenciais
durante toda a minha jornada académica. A minha mée, Lucimara, meu pai, Henrique, ao meu
avd Celso, a minha avo Francisca e minha madrinha, Juliana, agradegco pelo apoio
incondicional, amor e orientacdo que foram a bussola a guiar meus passos.

Um agradecimento especial a minha orientadora, Prof. Dra. Claudia Eugenia Castro
Bravo, cuja orientagdo perspicaz e experiéncia foram cruciais para o desenvolvimento deste
trabalho. Sua dedicacdo e paciéncia moldaram ndo apenas a pesquisa, mas também minha
formagao académica, muito obrigada por toda parceria.

Aos amigos incriveis — Barbara, Valeska, Beatriz, Julia, Rodrigo, Diogo, Guilherme,
Daniel, Leonardo, Carol, Jodo, Dhonatan, Lucas, Maria Edoarda, Crystiele, Roberta, Crystian
e Carlos — agradeco pela amizade, apoio moral e por todos momentos incriveis que passamos
juntos desde o inicio. Especialmente, a Leonardo, Carol e Jodo, que dividiram comigo
praticamente todos os cinco anos de faculdade. Nossa convivéncia ndo apenas fortaleceu os
lacos de amizade, mas também transformou desafios académicos em experiéncias
compartilhadas, tornando a jornada mais significativa.

A minha namorada, Mariana, obrigada por ser minha fonte constante de apoio durante
esse processo. Sua presenga transformou meus dias de estudo em momentos especiais. Sou
grata por todos momentos que passamos juntas e por ter vocé€ ao meu lado, te amo.

Gostaria também de expressar minha gratidao a Atlética X de Maio e aos amigos que
conquistei no volei. A vivéncia esportiva proporcionou nao apenas momentos de lazer e
descontragdo, mas também amizades valiosas que enriqueceram minha experiéncia
universitaria, tornando essa trajetoria mais memoravel e repleta de boas lembrangas.

Nao posso esquecer de estender meus agradecimentos a UTFPR e aos técnicos dos
laboratdrios. A infraestrutura e recursos fornecidos foram fundamentais para a realizacdo desta
pesquisa. Agradego também a todas as pessoas que, de varias formas, contribuiram para minha
formagdo académica, seja através de debates enriquecedores, trocas de experiéncias ou valiosos
conselhos.

A todos, meu sincero agradecimento por tornarem esta jornada memoravel e bem-

sucedida.



RESUMO

A lipase, ¢ uma enzima considerada versatil, desempenha um papel crucial em diversas
industrias, incluindo a alimenticia, farmacéutica e de detergentes. Seu uso abrange desde a
producao de queijos até a sintese de biodiesel a partir de 6leos vegetais. Dada a relevancia
das enzimas microbianas na degradagdo de residuos industriais, este trabalho teve como
objetivo principal verificar o potencial de produgdo de lipases por cepas de Bacillus sp.,
Pseudomonas aeruginosa ¢ Staphylococcus aureus, microrganismos da cole¢do do
Laboratério de Microbiologia da Universidade Tecnologica Federal do Parand (UTFPR). De
acordo com as condigdes experimentais ¢ metodologia adotada, verificou-se que nenhuma
das cepas de microrganismos testados apresentou atividade lipolitica. Possivelmente esses
resultados estdo associados a variabilidade genética e escolhas nutricionais especificas para
cada microrganismo. Importante ressaltar a complexidade na produgdo de lipase por
diferentes cepas bacterianas, corroborando com a fundamentagdo teorica sobre a
variabilidade dessas enzimas e a importancia de estratégias de cultivo adaptadas a cada
microrganismo. Os resultados contribuem para o entendimento da atividade lipolitica em
cepas bacterianas relevantes, oferecendo insights para pesquisas futuras na intersecdo da
microbiologia e biotecnologia.

Palavras-chave: lipase; Bacillus sp.; Pseudomonas aeruginosa; Staphylococcus aureus;
atividade lipolitica.



ABSTRACT

Lipase, a versatile enzyme considered, plays a crucial role in several sectors, including food,
pharmaceuticals and detergents. Its use ranges from cheese production to the nature of biodiesel
from vegetable oils. Given the relevance of microbial enzymes in the handling of industrial
waste, the main objective of this work was to verify the potential for lipase production by strains
of Bacillus sp., Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus, microorganisms from the
collection of the Microbiology Laboratory of the Federal Technological University of Rio
Grande do Sul. Parand (UTFPR). According to the experimental conditions and methodology
imposed, we ensured that none of the strains of microorganisms tested showed lipolytic activity.
These results are possibly associated with genetic variability and specific nutritional choices
for each microorganism. It is important to highlight the complexity in the production of lipase
by different bacterial strains, corroborating the theoretical foundation on the variability of these
enzymes and the importance of cultivation strategies adapted to each microorganism. The
results positively advance the understanding of lipolytic activity in relevant bacterial strains,
offering insights for future research at the intersection of microbiology and biotechnology.

Keywords: lipase; Bacillus sp.; Pseudomonas aeruginosa; Staphylococcus aureus; lipolytic

activity.
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1 INTRODUCAO

As enzimas sao moléculas capazes de acelerar os processos quimicos com grandes
vantagens frente aos catalisadores quimicos, principalmente por serem ecologicamente mais
vidveis. As enzimas tém beneficios como serem naturais, biodegradaveis, especificas, nao
consumidas no processo, acelerarem reagdes por reduzirem a energia de ativacdo, serem
estereosseletivas e atuarem em condi¢des suaves. Comparativamente, as enzimas convertem
substratos em produtos de forma mais rapida que os catalisadores quimicos, sem alterar o
equilibrio quimico e acelerando reagdes reversiveis (Monteiro; Silva, 2009).

De acordo com Denti (2021), as enzimas podem ser classificadas de diferentes formas
com base em suas propriedades e caracteristicas. Uma das classificagdes mais comuns € baseada
no tipo de reagdo quimica que elas catalisam. Essas classificacdes ajudam a compreender e
organizar a diversidade de enzimas existentes e auxiliam na sua identificacdo, estudo e
aplicagcdo em diversos campos, incluindo a industria, a medicina e a pesquisa cientifica.

A produgdo de lipases microbianas apresenta diversas vantagens em relacdo a outras
fontes de lipases, como as de origem animal ou vegetal. Além disso, as lipases microbianas
exibem alta atividade enzimatica, o que as torna altamente eficientes na catalise de reagdes
lipoliticas. Essas enzimas sao também altamente versateis, com ampla especificidade para
diferentes substratos lipidicos, o que as torna aplicaveis em diversos setores industriais
(Martins, 2021). A degradacdo dos residuos industriais com capacidade poluente pode ser
realizada por processos biotecnologicos, utilizando enzimas microbianas.

Segundo Sharmaa et al. (2001), a maioria das lipases microbianas sdo enzimas
extracelulares induziveis e muitas delas foram purificadas, caracterizadas e seus genes
codificadores clonados.

Existem dois principais métodos de producao de lipases: a fermentagdo submersa (FS)
e a fermentacdo em estado so6lido (FES). Ambos os métodos tém suas vantagens e desafios
especificos, e a escolha entre eles depende das caracteristicas da cepa produtora, das condigdes
de cultivo desejadas e dos recursos disponiveis.

Na fermentacao em estado so6lido, a produgdo de lipases ocorre em substratos soélidos,
como residuos agricolas, bagaco de cana-de-a¢tcar ou farelos de cereais. Nesse método, os
microrganismos sdao cultivados em condi¢des de baixa atividade de agua, impregnando o
substrato com nutrientes e agua suficientes para o crescimento microbiano. Ao final do
processo, as lipases sdo recuperadas do substrato solido passam por etapas de purificagdo. A

FES ¢ particularmente adequada para fungos filamentosos, que apresentam boa tolerancia a
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essas condigdes (Damasco; Couri, 2021).

De acordo com Damasco e¢ Couri (2021), a fermenta¢do submersa ¢ uma técnica
utilizada para produzir a lipase em escala industrial, que consiste no cultivo de microrganismos
em um meio liquido. Este método de producao ¢ geralmente mais utilizado em escala industrial
devido a sua facilidade de controle dos pardmetros de cultivo. Segundo Pinheiro et al. (2007),
ela permite um maior rendimento de producdo, uma vez que € possivel obter altas concentragdes
de lipase no meio liquido. Isso facilita o processo de extragdo e purificacdo da enzima,
resultando em uma maior facilidade de obtengao de uma lipase mais pura e com alta atividade
enzimatica.

Entretanto, antes de escolher o método para producdo de enzimas microbianas, ¢é
fundamental selecionar os microrganismos que produzem a enzima de interesse. Um método
util para a sele¢cdo de microrganismos lipoliticos ¢ o zimograma, que consiste na detec¢ao
qualitativa da atividade de lipase secretada em meio sélido contendo agar, meio de cultivo e
substrato no qual se pode observar a forma¢ao de halos claros ao redor das coldnias, que
correspondem as zonas do substrato hidrolisado.

Desta forma, este trabalho tem como objetivo verificar a produ¢do de enzimas

lipoliticas microbianas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

v Selecionar microrganismos produtores de lipase.

2.2 Objetivos especificos

v Reativar as culturas microbianas do laboratério de Microbiologia da UTFPR-FB;

v Repicar as culturas microbianas sucessivas vezes até a obtencdo de culturas
axénicas;

v Realizar bioensaios qualitativos para caracterizar a produgao de lipases;

v Descrever protocolo para armazenar o microrganismo em temperatura de 4 °C.



12

3 FUN DAMENTACAO TEORICA
3.1 Residuos industriais

Os residuos industriais sao subprodutos gerados pela atividade industrial que nao
possuem mais utilidade imediata no processo produtivo. Eles podem ser solidos, liquidos ou
gasosos e contém uma variedade de substancias que podem ser prejudiciais ao meio ambiente
e a saude humana, logo, ¢ de suma importancia ressaltar que a disposi¢ao inadequada pode
causar poluicao de lengois freaticos, do ar e danos a biodiversidade (Deus; Battistelle; Silva,
2015).

De acordo com a ABNT NBR 10004 (2004), os residuos industriais sdo classificados
em diferentes categorias. A classe I engloba os residuos perigosos, que representam riscos tanto
para a saude quanto para o meio ambiente, devido a caracteristicas como inflamabilidade,
corrosividade, reatividade, toxicidade e capacidade patogénica. A classe II abrange os residuos
ndo inertes, que sdo biodegradaveis e/ou combustiveis, podendo se decompor naturalmente ou
ser utilizados como fonte de energia. Por fim, a classe III ¢ composta pelos residuos inertes,
que ndo sdo combustiveis, ndo se degradam significativamente e ndo apresentam reagdes
quimicas relevantes.

A gestao adequada dos residuos industriais ¢ essencial para evitar impactos ambientais
negativos, pois esses residuos contém substancias toxicas e poluentes que podem contaminar o
solo, 4gua e ar. As industrias devem adotar medidas para reduzir a gera¢do de residuos,
reutilizar e reciclar materiais quando possivel e tratar os residuos adequadamente antes da
disposi¢do final. A adocdo de tecnologias mais limpas e processos de producao eficientes €
fundamental para minimizar a quantidade de residuos gerados e seus impactos ambientais. A
valorizagdo de residuos, por meio da reciclagem, recuperacao de energia ou transformagao em
produtos de valor agregado, ¢ uma abordagem promissora que contribui para a reducdo de

residuos destinados a aterros sanitarios e para a economia circular (Pelizer et al., 2007).
3.2 Enzimas microbianas na degradacio de residuos industriais

As enzimas microbianas desempenham um papel fundamental na degradagdo de
residuos industriais, tornando-os uma parte importante da tecnologia verde. Essas enzimas sao
produzidas por microorganismos, como bactérias, fungos e leveduras, e possuem a capacidade
de catalisar reacdes quimicas especificas (Alencar et al., 2020).

Uma das vantagens das enzimas microbianas € a sua alta especificidade. Cada enzima
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tem a capacidade de reconhecer e interagir com um substrato especifico, acelerando a sua
decomposi¢do ou transformagdo em produtos mais simples. Essa seletividade das enzimas
permite um processo mais eficiente e controlado de degradagdo dos residuos industriais,
evitando a formacao de subprodutos indesejaveis (Zimmer et al., 2009).

Fungos, como por exemplo a Trichoderma reesei, sdo fonte valiosa de celulases e
xilanases usadas na industria de papel e celulose, onde degradam a lignocelulose em matéria-
prima (Almeida, 2012). Além disso, o fungo Aspergillus niger produz enzimas como amilases
e pectinases, que encontram aplicagdo em processos de producdo de alimentos, como na
extracdo de sucos de frutas e na produgdo de amido modificado (Gomes et al., 2011).

A bactéria Bacillus subtilis produz enzimas como proteases, amilases e lipases, que
encontram aplicag@o na industria de detergentes, onde sdo eficazes na remoc¢do de manchas de
proteina, amido e lipidios (Alves et al., 2018). Por outro lado, Pseudomonas putida ¢ uma
bactéria conhecida por sua capacidade de degradar compostos organicos complexos, como
hidrocarbonetos e compostos aromaticos. A producao de enzimas por Pseudomonas putida tem
sido explorada em biorremedia¢do, contribuindo para a degradacdo de poluentes industriais no
solo e na dgua (Oliveira e Alves, 2013).

De acordo com Tan et al. (2014), a Candida rugosa ¢ uma levedura e fonte de lipases
amplamente utilizada em processos de sintese de ésteres e na produgdo de biodiesel. A agdo das
lipases de Candida rugosa ajuda a hidrolisar triacilglicer6is em acidos graxos, um passo
essencial na producdo de biocombustiveis. Por outro lado, Saccharomyces cerevisiae, ¢ uma
levedura que além de sua aplicacdo na fermentagdo de alimentos e producdo de alcool, também
produz enzimas como invertases, usadas em processos de conversao de sacarose em glicose e
frutose (Basso, 2011).

Além disso, existem varias aplicagdes praticas bem-sucedidas dessas enzimas na
degradacdo de residuos industriais. Por exemplo, no campo da biorremediagado, bactérias como
Pseudomonas putida t€m sido utilizadas para limpar areas contaminadas por hidrocarbonetos.
A aplicagdo de celulases de Trichoderma reesei na industria de papel resultou em processos
mais eficientes e na reducdo do desperdicio de matéria-prima. A produgdo de biodiesel a partir
de oleos vegetais com lipases de Candida rugosa contribui para uma alternativa mais
sustentavel aos combustiveis fosseis.

Esses exemplos reforgam a importancia das enzimas microbianas na degradacdo de
residuos industriais, destacando sua eficacia e versatilidade em varias aplicagdes industriais e
ambientais. A continua pesquisa e desenvolvimento nessa area sdo essenciais para explorar

novas oportunidades e melhorar a eficiéncia desses processos.
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3.2.1 Vantagens e desvantagens do uso das enzimas microbianas

A utilizagdo de enzimas microbianas na degradacao de residuos industriais apresenta
uma série de vantagens significativas. Em primeiro lugar, destaca-se a sustentabilidade
ambiental desse método. Enquanto muitos processos tradicionais de tratamento de residuos
dependem de produtos quimicos agressivos e frequentemente geram residuos toxicos, as
enzimas trabalham em condig¢des suaves de temperatura e pressdo. Essa abordagem reduz
substancialmente a pegada ecologica, minimizando a polui¢do ambiental e diminuindo os
impactos negativos na satide humana (Simdes; Consoli, 2020).

Além disso, a eficiéncia das enzimas € notavel. Elas sdo altamente eficazes em
catalisar reagdes quimicas especificas, acelerando a degradagdo de residuos industriais de
maneira precisa e controlada. Essa eficiéncia resulta em processos de tratamento mais rapidos,
com menor formag¢ao de subprodutos indesejados, o que, por sua vez, otimiza o uso dos recursos
empregados. Uma vantagem adicional do uso de enzimas microbianas ¢ a capacidade de
recuperar materiais valiosos dos residuos industriais. Certas enzimas t€m a habilidade de extrair
metais preciosos ou recuperar compostos quimicos de interesse, contribuindo para o conceito
de economia circular. Nesse modelo, os residuos sdo tratados como recursos valiosos,
minimizando o desperdicio e promovendo a sustentabilidade (Denti, 2021).

No entanto, ¢ importante reconhecer que a utilizacdo de enzimas microbianas na
degradacao de residuos industriais também enfrenta desafios. Primeiramente, as enzimas
podem ser sensiveis a variagcdes nas condi¢des ambientais, como temperatura ¢ pH. Isso pode
exigir a implementacao de sistemas de controle mais rigorosos, o que pode aumentar os custos
operacionais. Ademais, encontrar ou desenvolver cepas microbianas produtoras de enzimas
adequadas para a degradacao de residuos especificos pode ser um desafio, especialmente no
caso de residuos complexos ou contaminados por substancias quimicas adversas. A busca por
cepas eficazes pode ser demorada e dispendiosa em termos de tempo e recursos.

A competitividade economica ¢ uma consideragdo importante. Comparada aos
métodos tradicionais de tratamento de residuos, a utilizagdo de enzimas microbianas pode
enfrentar desafios economicos, particularmente devido aos custos iniciais de pesquisa e a
necessidade de infraestrutura adequada para a produgdo de enzimas em larga escala. A
viabilidade econdmica deve ser cuidadosamente avaliada para determinar se essa op¢ao € a
mais vantajosa em comparagdo com outros métodos de tratamento de residuos (Zimmer et al.,

2009).
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Em suma, as enzimas microbianas desempenham um papel importante na tecnologia
verde, possibilitando a degradacdo e transformagdo de residuos industriais de forma mais
sustentavel. Essa abordagem oferece beneficios ambientais, econdmicos e sociais, promovendo
a transicdo para uma economia mais verde e circular. A continua pesquisa € inovag¢ao nessa
area sdo fundamentais para aprimorar e expandir o uso dessas enzimas, impulsionando a gestao

adequada e responsavel dos residuos industriais.

3.3 Lipases

Lipases sdo enzimas fundamentais que desempenham um importante papel na
degradagdo de lipidios, e s3o encontradas em diversas fontes naturais. Muitos organismos em
ambientes naturais produzem lipases como parte de seus sistemas de degradagdo de lipidios.
Isso inclui bactérias comuns no solo, como Bacillus, Pseudomonas e Staphylococcus, que
contribuem para a decomposi¢ao de lipidios presentes na matéria organica do solo (Messias et
al.,2011).

Além disso, ambientes aquaticos, como rios, lagos e oceanos, sdo o lar de
microrganismos que produzem lipases. Bactérias marinhas e certas espécies de algas
contribuem para a degradacao de lipidios provenientes de organismos aquaticos ou de matéria
organica transportada pela dgua (Roveda et al., 2010).

Os tratos digestivos de animais, incluindo mamiferos como os seres humanos, também
abrigam microrganismos que produzem lipases. Essas lipases sdo essenciais para auxiliar na
digestao de gorduras e 0leos presentes na dieta, desempenhando um papel vital na absor¢ao de
nutrientes. Essas diversas fontes naturais de lipases destacam a importancia dessas enzimas em
processos bioldgicos e ecologicos, bem como nas aplicacdes industriais. A compreensdo da
origem natural das lipases ¢ fundamental para pesquisas relacionadas a selegdo de cepas
produtoras e ao desenvolvimento de novas aplica¢des biotecnoldgicas.

Claude Bernard foi um dos primeiros cientistas a investigar a fisiologia da digestao de
gorduras no século XIX. Suas descobertas iniciais levaram a uma série de estudos subsequentes
sobre a digestdo de gorduras, incluindo a descoberta da lipase pelo quimico francés Eugene
Chevreul, desde entdo, a lipase tem sido objeto de intensa pesquisa em uma variedade de
campos. Neste contexto, ¢ importante entender a historia e a evolugao do estudo da lipase para
apreciar completamente sua importancia em diversas aplicacoes (Ferrarezi, 2011).

Com o avanco da biotecnologia, a lipase comecou a ser produzida em larga escala a

partir de microrganismos como bactérias e fungos, permitindo sua utilizagdo em diversas
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industrias. Desde entdo, a lipase tem sido objeto de estudo em varios campos, incluindo biologia
molecular, bioquimica e biotecnologia (Souza, 2015).

Além disso, a lipase ¢ usada na produ¢do de medicamentos e produtos cosméticos,
devido as suas propriedades anti-inflamatorias e regenerativas na pele. Na induastria de
detergentes, a lipase ¢ usada para ajudar a remover manchas de gordura e 6leo de tecidos e
superficies. Com o avanc¢o da biotecnologia, hd cada vez mais empresas produzindo lipases em
escala industrial, o que tem contribuido para o desenvolvimento de novas aplicacdes para essa
enzima (Garrido et al., 2018).

Ademais, de acordo com Garrido (2018), atualmente a lipase ¢ utilizada na produgdo
de biodiesel a partir de 6leos vegetais, sendo considerada um fator chave para a viabilidade
desse tipo de combustivel renovavel. Além disso, a enzima também ¢ empregada em processos
de sintese de compostos quimicos, como ésteres € polimeros.

Existem diferentes técnicas de fermentagdo utilizadas na producdo de lipase, como
fermentagdo submersa, fermentacdo em estado solido e fermentacdo em batelada alimentada.
A técnica mais utilizada ¢ a fermentagdo submersa, que consiste em cultivar o microrganismo
em meio liquido com agitacdo e aeragdo (Pinheiro ef al., 2008).

A producdo de lipase por fermentagdo submersa ¢ influenciada por varios fatores,
como a cepa produtora, a composi¢do do meio de cultivo e as condigdes de cultivo. Otimizar
esses fatores pode aumentar a produtividade e a qualidade da enzima produzida. Esta técnica
se mostra eficiente e escaldvel para a producdo de lipase, sendo amplamente utilizada na
industria de biotecnologia. E uma técnica relativamente simples e de baixo custo, o que a torna

uma opg¢ao atraente para a producao de enzimas em larga escala (Roveda et al., 2010).
3.4 Producio de lipase por microrganismos

A producao de lipase por microrganismos envolve diversos processos, desde a selecdo
da cepa produtora até a extracdo e purificacdo da enzima produzida. A seguir, serdo descritos

0s principais processos envolvidos na producao de lipase.

3.4.1 Selecao da cepa produtora

A etapa de selecdo da cepa produtora de lipase ¢ de vital importancia no processo de
producdo de enzimas e desempenha um papel fundamental na determinacdo do sucesso e
eficacia do processo. Para selecionar a cepa ideal, sdo necessarias consideragdes minuciosas,

uma vez que a escolha inadequada pode impactar negativamente a produtividade e a qualidade
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da lipase produzida. Esta fase requer uma analise cuidadosa e avaliacdo de diversos fatores
(Bueno, 2012).

Primeiramente, a atividade enzimatica ¢ um dos principais critérios a serem
considerados na selecdo da cepa produtora. E crucial que a cepa escolhida exiba uma alta
atividade enzimatica, o que se traduzird em uma maior produtividade da lipase. A atividade
enzimatica ¢ uma medida da capacidade da cepa de produzir a enzima em quantidades
suficientes para atender as necessidades da aplicagao industrial (Garrido et al., 2018).

Outro fator ¢ a viabilidade da cepa em escala industrial. A cepa selecionada deve ser
capaz de crescer e se reproduzir em larga escala, o que ¢ essencial para um cultivo econdmico
e eficiente. Isso envolve a capacidade da cepa de se adaptar a condigdes de cultivo especificas
e manter seu desempenho ao longo do tempo. Uma cepa que ndo possa ser ampliada com
eficacia em condi¢des industriais ndo sera adequada para a producao de lipase em escala
comercial (Souza, 2015).

A capacidade de adaptagdo da cepa as condigdes de cultivo também é um fator critico
na selecao. As condigdes de cultivo podem variar amplamente com base na aplicagdo e no
processo industrial especifico. Portanto, a cepa produtora deve ser capaz de se ajustar a essas
condi¢des varidaveis, mantendo sua atividade enzimatica e produtividade em niveis 6timos. A
adaptabilidade da cepa ¢é essencial para garantir que o processo de producdo de lipase seja

robusto e confiavel em ambientes industriais em constante mudanca.

3.4.2 Preparo do meio de cultura

A etapa de preparo do meio de cultura ¢ de suma importancia no processo de producdo
de lipase, pois fornece os nutrientes essenciais necessarios para o crescimento e
desenvolvimento da cepa produtora. A selecao criteriosa dos componentes do meio de cultura
¢ um fator determinante para garantir que a cepa atinja seu potencial maximo de producao de
lipase (Gongalves, 2007).

Em relagdo as fontes de carbono, a escolha ¢ um aspecto critico. Em seus estudos,
Cortez, Castro e Andrade (2017) destacam que a maioria das cepas produtoras de lipase pode
utilizar agucares, como glicose ou sacarose, como fonte de carbono esses aclcares sao
prontamente metabolizados pelos microrganismos, fornecendo a energia necessaria para a
biossintese da enzima. No entanto, em algumas cepas, especialmente aquelas especializadas na
producao de lipase, os 0leos vegetais podem ser a preferéncia. Isso ocorre porque os 6leos sao

substratos mais adequados para estimular a producao de lipase, dada sua afinidade por lipidios.
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Portanto, a escolha da fonte de carbono depende da cepa utilizada e de seu comportamento
metabolico especifico.

As fontes de nitrogénio sao vindas de componentes como extratos de levedura, caseina
ou peptona sdo frequentemente utilizados. Roveda et al. (2010) destacam a importancia da
selecdo adequada de fontes de nitrogénio, uma vez que afeta a producao de lipase. Isso ocorre
porque essas fontes de nitrogénio fornecem aminoacidos e outros nutrientes que podem
influenciar diretamente a expressao dos genes relacionados a sintese da enzima. Portanto, a
escolha cuidadosa desses componentes € essencial para otimizar a producao de lipase.

Além disso, outros fatores, como o pH e a concentragdo de sais, também desempenham
um papel na eficacia do meio de cultura. O pH adequado deve ser mantido para atender as
necessidades metabolicas da cepa produtora de lipase. Variagdes no pH podem afetar
negativamente o crescimento e a produtividade da cepa. A concentragdo de sais, como fosfatos
e sulfatos, deve ser monitorada, pois pode impactar o equilibrio osmotico € 0s processos

bioquimicos da cepa.

3.4.3 Inoculacao

A etapa de inoculacao desempenha um papel de destaque no processo de producao de
lipase, uma vez que marca o ponto de partida para o crescimento ¢ a produgao da enzima pela
cepa selecionada. Para assegurar o sucesso dessa fase, ¢ preciso determinar a quantidade
adequada de células a serem inoculadas no meio de cultura. Um equilibrio preciso deve ser
mantido, uma vez que a inoculagdo em excesso ou insuficiente pode impactar negativamente a
qualidade da lipase gerada (Roveda et al., 2010).

Além da quantidade de células, a manuten¢do de condic¢des ideais no meio de cultura
¢ fundamental para o crescimento eficiente da cepa produtora de lipase. Reinehr et al. (2014)
ressaltam a importancia de fazer o controle da temperatura, geralmente mantida entre 25 e 37
°C, e aregulagem adequada do pH, variando conforme a cepa utilizada. A agitacdo do meio de
cultura desempenha um papel essencial na homogeneizacdo da mistura, garantindo a
distribuicao uniforme de nutrientes para as c€lulas. O periodo de incubagdo do meio de cultura
¢ outro parametro a ser considerado, variando de acordo com a cepa e as condigdes de cultivo,
geralmente durando de alguns dias a algumas semanas. Durante essa fase, ocorre o crescimento

celular e a producao da lipase.
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3.5 Aplicacoes da lipase

A lipase ¢ uma enzima extremamente versatil, com ampla aplicacdo em diferentes
setores da industria. Uma das principais aplicagdes da lipase ¢ na industria alimenticia. Essa
enzima ¢ amplamente utilizada na producao de queijos, onde ¢é responsavel por acelerar a
maturacao e melhorar a textura e sabor do produto. A lipase também ¢ utilizada na produgao de
Oleos e gorduras alimenticias, onde ¢ utilizada para hidrolisar os triacilglicerdis em acidos
graxos livres, melhorando a qualidade dos 6leos e aumentando sua estabilidade (Colla ef al.,
2012).

Na industria farmacéutica, a lipase tem aplicagdo em processos de sintese de moléculas
bioativas, como ésteres de acidos graxos, ésteres de sacarose e aminoacidos. A enzima também
¢ utilizada na produgdo de medicamentos, como emulsificantes e surfactantes. Na industria
cosmética, a lipase ¢ utilizada na producdo de sabonetes e cremes, onde ¢ responsavel por
hidrolisar as gorduras e melhorar a textura e o aroma dos produtos (Rocha et al., 2022).

A lipase também ¢ utilizada na industria de detergentes, onde ¢ utilizada para remover
manchas e sujeiras de roupas e tecidos.

Por fim, a lipase tem uma aplicacdo promissora na produ¢do de biocombustiveis. A
enzima ¢ utilizada para hidrolisar os triacilglicerdis presentes em 6leos vegetais, produzindo
acidos graxos que podem ser transformados em biodiesel. A utilizacdo de lipases em processos
de produgdo de biocombustiveis tem sido considerada uma alternativa mais eficiente e

econdmica em relagdo aos processos quimicos tradicionais (Baratto et al., 2018).
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4 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS
4.1 Microrganismos

As espécies microbianas utilizadas neste estudo, Bacillus sp., Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus, foram obtidas a partir do acervo do Laboratério de
Microbiologia da Universidade Tecnologica Federal do Parand, Campus Francisco Beltrao.
Para garantir a sua viabilidade e atividade, essas espécies foram armazenadas em condicdes de
refrigeragdo, mantidas a uma temperatura constante de 4 °C. Os microrganismos foram
acondicionados em tubos de ensaio que contém meios de cultura especificos, cuidadosamente
selecionados para atender as necessidades de cada grupo microbiano. O principal propoésito de
manter os microrganismos sob refrigeragdo ¢ a preservacgdo de sua integridade e capacidade de
crescimento ao longo do tempo, garantindo assim o seu desempenho durante as etapas

subsequentes do processo de producao de lipase.

4.2 Reativacio das culturas microbianas

A reativacdo das culturas microbianas foi realizada em condigdes estritamente
assépticas para garantir a pureza das amostras. Para a reativacdo de bactérias, foi utilizado o
meio de cultura conhecido como Caldo Nutriente.

Inicialmente, adicionou-se 1% (m/v) do indculo contendo as bactérias ao meio de
cultura correspondente. Em seguida, o meio de cultura foi homogeneizado para garantir a
dispersdo uniforme dos microrganismos. Realizou-se a incubagdo em camara incubadora com
agitacdo orbital, conhecida como shaker, a uma temperatura de 37 °C. A agitagdo foi feita a
100 rpm e o periodo de incubagao foi de 24.

Apo6s o periodo de incubagdo, as aliquotas do indculo foram transferidas de forma
asséptica utilizando algas de platina para meios de cultura sélidos especificos. Para bactérias
foi empregado o meio de cultura Plate Count Agar (PCA). Nesses meios de cultura sélidos,
foram realizadas estrias compostas para promover o crescimento de colonias isoladas.

As placas de Petri contendo as estrias compostas foram incubadas em condig¢des
adequadas de temperatura. As placas foram colocadas em uma estufa bacteriologica a 37°C. As
incubagoes tiveram duracao de 48 horas.

Apos o periodo de incubagdo, as colonias isoladas que se desenvolveram nas placas
foram selecionadas e utilizadas para os testes enzimaticos especificos. Esse processo de

reativacao e isolamento das culturas garante que apenas os microrganismos desejados, livres de
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contaminagdo, sejam utilizados nos experimentos subsequentes.

4.3 Bioensaios para a determinacio da atividade enzimatica

O teste qualitativo de atividade de lipases em meio com o corante rodamina B foi
realizado em placas de Petri seguindo o método modificado de Kouker e Jaeger (1987). Nesse
método, as lipases sdo enzimas responsaveis pela quebra de lipidios, e a atividade dessas
enzimas pode ser avaliada utilizando o corante rodamina B, que ¢ sensivel a agdo das lipases.
Quando as lipases estdo ativas e presentes no meio de cultura, elas catalisam a hidrélise dos
lipidios presentes, liberando &cidos graxos que reagem com o corante rodamina B, resultando
em uma mudanca de cor na placa de Petri.

O meio de cultura utilizado foi composto por rodamina B a uma concentragdo de
0,001% (m/v), caldo nutriente (8 g/L), NaCl (4 g/L), agar (10 g/L) e dleo de soja a 2,5% (m/v).
As culturas microbianas em condi¢do de cultura axénica (livres de contaminagdo) foram
inoculadas individualmente no centro de cada placa de Petri contendo o meio de cultura. Em
seguida, as placas foram incubadas em temperatura de 37 °C por 48 horas.

Apds o periodo de incubacdo, as placas foram analisadas sob luz ultravioleta. A
presenca de fluorescéncia alaranjada nos meios de cultura quando expostos a luz ultravioleta
indicara uma reag¢do enzimatica, caracterizada pela ativagao interfacial. Essa fluorescéncia ¢
resultado da agdo das lipases presentes nos microrganismos sobre a rodamina B, que ¢ um
substrato para essa enzima.

Para garantir a confiabilidade dos resultados, os testes foram realizados em triplicata.

4.4 Protocolo para armazenamento dos microrganismos em temperatura de 4 °C

O armazenamento dos microrganismos em temperatura de 4 °C ¢ um protocolo
comumente utilizado para manter a viabilidade e a estabilidade das culturas microbianas a curto
prazo. Esse método ¢ amplamente adotado em laboratérios de microbiologia e institui¢des de
pesquisa para conservar as culturas por um periodo limitado, geralmente de algumas semanas
a alguns meses, porém, caso seja necessario armazenar as culturas por periodos mais longos, ¢
recomendado o uso de outros métodos, como a conservagao em nitrogénio liquido ou em freezer
a-80°C (Sola, 2011).

Para 0 armazenamento dos microrganismos em temperatura 4 °C, € necessario preparar

adequadamente os meios de cultura especificos para cada grupo microbiano. Os
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microrganismos sdo cultivados nesses meios de cultura em tubos de ensaio ou frascos
adequados e incubados em temperatura adequada para seu crescimento e metabolismo.

Ap0s o periodo de incubagdo, os microrganismos sao transferidos para a temperatura de
4 °C, geralmente em geladeiras dedicadas para essa finalidade. Essas geladeiras sdo mantidas

em condigdes controladas, com temperatura estavel e livre de contaminacao
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5 RESULTADOS
5.1 Reativacio das Culturas Microbianas

Os resultados da reativacdo das culturas microbianas mostraram uma resposta
altamente positiva ao protocolo. Apos o periodo de incubacdo delineado, foi possivel observar
um crescimento robusto e vigoroso nas placas de Petri, indicando a restauragao bem-sucedida
da atividade metabdlica dos microrganismos.

As estrias compostas efetuadas nos meios de cultura solidos revelaram colonias
isoladas distintas, cada uma exibindo caracteristicas morfoldgicas especificas. No meio de
cultura Batata Dextrose Agar (BDA), reservado para as leveduras, as colonias apresentaram um
crescimento notavel, destacando-se pela sua aparéncia unica. De maneira similar, para as
bactérias, o crescimento vigoroso foi observado no meio de cultura Plate Count Agar (PCA),
evidenciando a adaptacdo e revitalizacdo bem-sucedida desses microrganismos.

As incubagdes sob condigdes de temperatura especifica — 37 °C para bactérias —
proporcionaram ambientes ideais para o desenvolvimento das culturas. Apos 48 horas de
incubagdo, as colonias isoladas foram meticulosamente selecionadas para os subsequentes
testes enzimaticos especificos, consolidando a confiabilidade dos microrganismos reativados.

Em seguida, serdao apresentadas imagens das placas de petri, evidenciando visualmente
os resultados obtidos durante o processo de reativacdo. As imagens da Fotografia 1 oferecem

uma representagao visual clara do crescimento e desenvolvimento das culturas.
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Fotografia 1 - Reativacio das culturas microbianas

Fonte: Autoria propria (2023)

Essa etapa critica do processo foi conduzida com sucesso, confirmando a viabilidade
das culturas, bem como sua capacidade de se desenvolverem e manterem sua atividade
metabolica essencial, preparando-as de maneira ideal para as anélises subsequentes.

O sucesso da reativacdo das culturas ¢ de grande importancia, pois impacta
diretamente os resultados dos ensaios subsequentes, especialmente aqueles relacionados a
atividade enzimatica. Cepas de microrganismos saudaveis e ativas sdo cruciais para a produgao
de enzimas, que desempenham um papel significativo em vdrias aplicagcdes biotecnologicas e

industriais.

5.2 Bioensaios com rodamina B

Para oferecer uma visao abrangente do processo dos testes qualitativos, foi criado
um fluxograma (Figura 2) simplificado do método de Kouker e Jaeger (1987) utilizado no

bioensaio para a determinagdo da atividade enzimatica.
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Figura 2 - Método Koukler e Jeager modificado

oz 03

* Preparo do meio * Inoculagdo da * Preparo do meio * Esterilizagdo
de cultura cultura axénica de cultura com « Arrefecer a 60°C e

(Erlenmeyer) (alga de platina) rodamina B verter nas placas
* Adicionar 5pL nas

s Esterilizagdo * Incubacao s Esterilizacdo placas de petrie
(121°C/15min) (37°C/24h) (121°C/15min) incubar (37°C/48h)

Fonte: Autoria prépria (2023)

De acordo com as condigdes experimentais € com base nos resultados verificou-se
que, apesar do método de Koukler e Jeager (1987) ser considerado especifico para detectar
lipases e ser reconhecido pela sua eficécia,, a atividade lipolitica das bactérias testadas nao
foi evidenciada.

A fotografia 2 com concentragdo de rodamina B de 0,001% (m/v) mostra o
crescimento de Bacillus sp. entretanto, ndo foi evidenciada a atividade lipolitica representada
por halos fluorescentes. A fotografia 3 com concentracdo de rodamina B de 0,1% (m/v),
mostra a coloragao rosa do meio de cultura mais intensa, mas nao evidencia o crescimento de
Bacillus sp. o que leva a acreditar que provavelmente a rodamina B em concentragdes de

0,1% inibe o seu crescimento.

Fotografia 2 - Producao de lipase por Bacillus sp. com concentragao de 0,001% (m/v)

Fonte: Autoria Propria (2023).
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Fotografia 3 - Placas de Petri com rodamina B em concentracio de 0,1% (m/v) e 0,001%(m/v)

*placas de coloragdo rosa referem-se a concentragdo de 0,1% (m/v) e as mais claras de 0,001% (m/v)
Fonte: Autoria Propria (2023).

A cepa de Pseudomonas aeruginosa apresentada na Fotografia 4 com concentragao
de rodamina B de 0,001% (m/v) mostra seu crescimento, entretanto, também ndo foi
evidenciada a atividade lipolitica. A fotografia 6 com concentragdo de rodamina B de 0,1%
(m/v), mostra a colora¢ao rosa do meio de cultura, mas nao evidencia o crescimento de
Pseudomonas aeruginosa, o que indica que provavelmente a rodamina B em concentragdes

de 0,1% também inibe o seu crescimento.

Fotografia 4- Producio de lipase por P. aeruginosa com concentracio de 0,001% (m/v)

A : & if i e |

Fonte: Autoria Prépria (2023).
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Fotografia 5 - Producio de lipase por P. aeruginosa com concentracio de 0,001% (m/v) e 0,1% (m/v)

*placas de coloragdo rosa referem-se a concentragdo de 0,1% (m/v) e as mais claras de 0,001% (m/v)
Fonte: Autoria Prépria (2023).

A cepa de Staphylococcus aureus apresentada na Fotografia 6 com concentracdo de
rodamina B de 0,001% (m/v) mostra seu crescimento, entretanto, igualmente ndo foi
evidenciada a atividade lipolitica. A fotografia 7 com concentra¢do de rodamina B de 0,1%
(m/v), mostra a coloragao do meio de cultura mais intensa, mas nao evidencia o crescimento de
Staphylococcus aureus, o que indica que provavelmente a rodamina B em concentracdes de

0,1% também inibe o seu crescimento.

Fotografia 6 - Producéo de lipase por S. aureus com concentracao de 0,001% (m/v)

Fonte: Autoria Propria (2023).
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Fotografia 7 - Producio de lipase por S. aureus com concentracio de 0,001% (m/v) e 0,1% (m/v)

*placas de coloragdo rosa referem-se a concentragao de 0,1% (m/v) e as mais claras de 0,001% (m/v)

Fonte: Autoria Propria (2023).

De acordo com os resultados apresentados pode-se inferir que a auséncia de atividade
lipolitica nas bactérias testadas pode ser atribuida a diversos fatores, destacando-se
considerag¢des metabolicas, nutricionais e genéticas.

A concentragdo de 0,001% de rodamina B, utilizada como indicador na detec¢ao de
atividade enzimatica, pode ndo ter sido suficiente para expressar a atividade lipolitica. Além
disso, também a quantidade de 6leo de soja pode ndo ter sido uma boa fonte de carbono para
as cepas testadas.

De acordo com Ghori, Igbal ¢ Hameed (2011), a producdao de lipase pode ser
altamente dependente das condigdes de cultivo, incluindo a presenca de diferentes fontes de
carbono e nitrogénio. Logo, a falta de halos fluorescentes nos bioensaios pode refletir a
necessidade de otimizacdo das fontes nutricionais no meio de cultura para induzir a expressao
da lipase.

Segundo Gongalves de Goulart (2021), a bactéria P. aeruginosa pode apresentar
variagdes significativas em seu genoma, impactando a expressio de enzimas especificas. E
sabido que as variagdes de genomas ocorrem também em outras espécies microbianas,
principalmente quando ocorre a reprodugdo sexuada, onde ha troca de material genético.
Portanto, ¢ importante reconhecer que diferentes cepas de uma mesma espécie bacteriana
podem apresentar variacdes genéticas significativas. Essas variagdes, possivelmente
presentes nas cepas bacterianas testadas, podem impactar diretamente a expressao da lipase,

resultando na auséncia da atividade lipolitica observada nos bioensaios.
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5.3 Protocolo de armazenamento dos microrganismos

O protocolo para o armazenamento de microrganismos a 4°C compreendeu uma
série de passos, destinados a assegurar a preservagdo eficaz das culturas microbianas.
Inicialmente, ¢ essencial definir o meio de cultura especifico para prover os nutrientes
essenciais ao crescimento dos microrganismos. A subsequente inoculacdo dos
microrganismos nos meios de cultura, realizada em placas de petri e tubos de ensaio adotando
praticas assépticas rigorosas e condigoes ideais de tempo e temperatura, proporcionando um
ambiente propicio para o crescimento ¢ a multiplicagdo dos microrganismos, foi executada
com precisdo, assegurando um cultivo axénico.

Apos o periodo de incubagdo, as culturas bacterianas foram preparadas para o
armazenamento em temperatura de 4°C. Para tal, adicionou-se o glicerol (40%) nos tubos de
ensaio e escolheu-se a geladeira designada para armazenamento de culturas microbianas do
laboratorio de microbiologia da UTFPR.

Apos esse procedimento as culturas ficardo viaveis por periodos maiores que 30
dias, fazendo-se necessario o monitoramento da temperatura da geladeira. Para assegurar a
viabilidade das culturas bacterianas, ¢ importante fazer a repicagem desses microrganismos

para meios de cultura novos de tempos em tempos, de acordo com a necessidade.
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6 CONCLUSAO

A reativagdo das culturas microbianas foi bem-sucedida, evidenciando crescimento
robusto nas placas de Petri e a restauragdo eficaz da atividade metabolica dos
microrganismos. A selecdo de colonias isoladas consolidaram a confiabilidade dos
microrganismos, preparando-os adequadamente para analises subsequentes.

Nos bioensaios com rodamina B, apesar da especificidade do método de Kouker e
Jaeger (1987) para detectar lipases, as bactérias Bacillus sp., Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus nao apresentaram atividade lipolitica o que pode ser atribuida a
diversos fatores, destacando-se caracteristicas metabolicas, nutricionais e genéticas. A
sensibilidade as concentracdes de rodamina B sugere a necessidade de otimizagdo, enquanto
consideragdes metabolicas e nutricionais influenciam os resultados.

Quanto ao protocolo de armazenamento dos microrganismos, a escolha cuidadosa de
meios de cultura, a inoculacdo asséptica e o armazenamento a 4°C foram eficientes. A
possibilidade de armazenamento prolongado e¢ a necessidade de repicagem perioddica
garantem a continuidade das culturas para estudos futuros.

Para a continuidade desta pesquisa, sugere-se uma abordagem multifacetada.
Primeiramente, a otimiza¢do dos bioensaios com rodamina B, considerando diferentes
concentragdes do indicador e variagdes nas fontes de carbono, pode esclarecer as razdes
subjacentes a auséncia de atividade lipolitica observada. A investigagdo mais aprofundada
das condicdes de cultivo, incluindo a variacdo de nutrientes, temperatura e tempo, pode
revelar informagdes importantes para a expressao da lipase. Além disso, a andlise genética
das cepas bacterianas pode oferecer uma compreensao mais detalhada das variagdes genéticas
que podem influenciar a atividade lipolitica. Paralelamente, a aplicacdo dessas culturas
reativadas em contextos biotecnologicos especificos, como producdo de enzimas, pode
ampliar a relevancia pratica desses microrganismos. Essas abordagens combinadas podem
contribuir para uma compreensao mais abrangente e aplicavel dos microrganismos estudados,
destacando caminhos potenciais para avangos significativos em aplicagdes industriais e

biotecnoldgicas.
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