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RESUMO

Os lipidios resultantes dos processos industriais, além de interferirem no meio ambiente quando
descartados incorretamente, podem ocasionar problemas e alto custo nos processos produtivos.
Para alcancar os parametros legais adequados em relagdo a carga poluidora do efluente, se faz
necessario a utilizacdo de metodos de tratamentos, que sdo empregados na Estacdo de
Tratamento de Efluentes (ETE). Tendo em vista todos os fatores que influenciam na gestdo de
residuos, na conservacdo ambiental e na eficiéncia da ETE, este trabalho teve como objetivo
isolar e selecionar bactérias produtoras de lipase a partir de efluentes provenientes da producédo
industrial de sorvetes para potencial uso no tratamento de efluentes com alto teor de lipidios. O
experimento foi conduzido com amostras coletadas na Estacdo de Tratamento de Efluentes
(ETE) de uma industria de producéo de sorvetes. As caracteristicas biologicas e fisico-quimicas
do efluente foram fornecidas pela empresa parceira, sendo amostras da Entrada, Adensamento
do lodo e Saida da ETE. A bioprospeccdo bacteriana foi realizada utilizando o método de
diluigdo seriada com &gua salina e placas de Petri contendo meio TSA com Nistatina a 1%. O
isolamento ocorreu em meio TSA e as cepas foram mantidas em estufa bacterioldgica por 28
°C. Posteriormente, as bactérias foram reativadas e incubadas em meio de cultura On Bac em
agitador shaker a 120 rpm. A atividade lipolitica foi testada utilizando um método baseado na
formacdo de halos de atividade lipolitica em placas de Petri com meio especifico contendo 2%
de azeite (T1) ou gordura de palma (T2). Para analise, foram considerados o diametro médio
do halo de degradagdo e de crescimento microbiano, calculando o indice Enzimatico (IE).
Foram isoladas 14 cepas. Destas, apenas 5 seguiram para o teste enzimatico e apresentaram o
halo de degradacdo lipolitico. A cepa 2, se destacou por apresentar os maiores indices
enzimaticos (IE) entre todas as cepas. Entretanto, todas as cepas isoladas apresentaram bons
indices enzimaticos, até mesmo aquela com menor IE, demonstrando potencial para producédo
de lipases e utilizacdo no tratamento de efluentes industriais gordurosos. Esses bons indices,
também evidenciam que a natureza do residuo e da gordura influencia diretamente no
metabolismo para a producédo de lipase. Assim, € interessante que posteriormente, seja feita a
identificacdo das bactérias, quantificacdo da lipase e testagem das cepas no efluente com alto
teor de lipideos, para evidenciar o alto potencial industrial dos isolados que pode se estender
para além do tratamento de efluentes gordurosos.

Palavras chaves: Legislacdo; Biodegradacdo; Hidroliticas.



ABSTRACT

Lipids resulting from industrial processes, in addition to interfering with the environment when
disposed of incorrectly, can cause problems and high costs in production processes. In order to
achieve the appropriate legal parameters regarding the pollutant load of the effluent, it is
necessary to use treatment methods, which are employed in the Effluent Treatment Plant (ETE).
Considering all the factors that influence waste management, environmental conservation and
the efficiency of the ETE, this study aimed to isolate and select lipase-producing bacteria from
effluents from the industrial production of ice cream for potential use in the treatment of
effluents with high lipid content. The experiment was conducted with samples collected at the
Effluent Treatment Plant (ETE) of an ice cream production industry. The biological and
physicochemical characteristics of the effluent were provided by the partner company, being
samples from the ETE Inlet, Sludge Thickening and Outlet. Bacterial bioprospecting was
performed using the serial dilution method with saline water and Petri dishes containing TSA
medium with 1% Nystatin. Isolation occurred in TSA medium and the strains were kept in a
bacteriological incubator at 28 °C. Subsequently, the bacteria were reactivated and incubated in
On Bac culture medium in a shaker at 120 rpm. Lipolytic activity was tested using a method
based on the formation of lipolytic activity halos in Petri dishes with specific medium
containing 2% olive oil (T1) or palm fat (T2). For analysis, the average diameter of the
degradation halo and microbial growth were considered, calculating the Enzymatic Index (IE).
Fourteen strains were isolated. Of these, only 5 continued to the enzymatic test and presented
the lipolytic degradation halo. Strain 2 stood out for presenting the highest enzymatic indices
(IE) among all strains. However, all isolated strains presented good enzymatic indices, even the
one with the lowest EI, demonstrating potential for lipase production and use in the treatment
of fatty industrial effluents. These good indices also show that the nature of the residue and fat
directly influence the metabolism for lipase production. Therefore, it is interesting that the
bacteria be identified, lipase quantified and the strains tested in effluent with high lipid content
later, to demonstrate the high industrial potential of the isolates that may extend beyond the
treatment of fatty effluents.

Keywords: Legislation; Biodegradation; Hydrolytic.
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1. INTRODUCAO

A Politica Nacional de Recursos Hidricos, instituida pela Lei Federal n® 9.433 de 8 de
janeiro de 1997, informa deveres com relagdo ao despejo de efluentes provenientes das
atividades antropicas nos corpos hidricos (BRASIL, 1997). Com o aumento do nlimero de leis
e normas com critérios para o langamento de efluentes, que visam minimizar danos ambientais,
ha crescente interesse de pesquisas direcionadas para o tratamento desses possiveis poluentes
ambientais (Aguiar et al., 2005). Atualmente, os efluentes gerados pelas industrias, precisam
seguir parametros estabelecidos na Resolucdo 357/2005, do Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA), que dispde as diretrizes para seu langamento em corpos de agua,
estabelecendo condi¢des e padrdes, sendo complementada pela Resolugdo CONAMA n° 430,

de 13 de maio de 2011.

Essas normas se fizeram necessarias, pois, com o avango tecnologico e crescimento
industrial, principalmente a partir das revolugdes industriais, houve o aumento consideravel de
industrias liberando os mais diversificados tipos de efluentes no ambiente (Jahan & Singh,
2023). As industrias de sorvetes, por exemplo, desenvolvem produtos com composi¢ao variada,
que geralmente possuem de 8 a 20% de gordura, de 8 a 15% de s6lidos ndo gordurosos do leite,
de 13 a20% de agtcar e até 0,7% de emulsificante-estabilizante (Souza, 2010). Em decorréncia
dessa composicao, com alto teor de lipidios, o efluente proveniente do processo produtivo do
sorvete, se torna um fator preocupante quanto ao seu tratamento e formas de manejo (Naime &
Garcia, 2005). Isso porque os lipidios sdo moléculas organicas de acidos graxos e alcool, de

cadeia longa, insoltiveis em 4gua (Lehninger & Nelson; Cox, 2002).

Os lipidios resultantes dos processos industriais, além de interferirem no meio ambiente
quando descartados incorretamente, também podem ocasionar problemas e alto custo nos
processos produtivos, pois, a lavagem dos equipamentos ao fim do trabalho requer grande
volume de agua e produtos para limpeza adequada (Adetunji et al.,2021). Quando efluentes
como esses entram em contato com o meio ambiente, sem tratamento adequado, sdo
responsaveis pela polui¢do e contaminagdo de areas, gerando problemas como o aumento dos
niveis de DBO (Demanda Bioquimica de Oxigénio), DQO (Demanda Quimica de Oxigénio),
fosfatos, gorduras, PH entre outros, estimulando a eutrofizagdo dos corpos hidricos, que
acarreta problemas graves a flora e fauna (Ilyas et al., 2018). Além disso, uma vez em contato
com a natureza, a remediacdo se torna muito mais dificil pelas condicdes e interacdes

ambientais, havendo até mesmo dispersdo do agente poluidor (Azevedo, 2020).



Para alcancar os parametros adequados em relagdo a carga poluidora do efluente, se faz
necessario a utilizagdo de métodos de tratamentos, que sdo empregados na Estacdo de
Tratamento de Efluentes (ETE) (Ma et al., 2019). Os efluentes gerados nos processos
produtivos devem ser tratados por meio de processos fisicos, quimicos e/ou bioldgicos, tendo
em vista que o funcionamento de uma ETE, além de ndo trazer incomodos relacionados a
ruidos, odores ou impactos visuais (Crini & Lichtfouse, 2018). Com isso, € possivel alcangar a
eficiéncia na producao industrial € a0 mesmo tempo, a conservagdo ambiental dos corpos
receptores (Azevedo, 2020). Entretanto, sempre ha a necessidade do melhoramento ou da
criacdo de técnicas para facilitar a gestdo de efluentes, pois a eficiéncia na ETE pode ser afetada

pela dificuldade de tratar grandes quantidades de gordura (Crini & Lichtfouse, 2018).

Nesse sentido, técnicas biotecnoldgicas estdo sendo desenvolvidas, principalmente para
o isolamento, identificagdo e utilizagdo de microrganismos que podem trazer beneficios como
eficiéncia e baixo custo para estes processos de tratamento (Torquato, 2016). A diversidade de
microrganismos existentes nas ETE’s ¢ um fator interessante, pois, d4 a oportunidade de
identificacao de novas popula¢des microbianas, com alto potencial de produgdo de enzimas
lipoliticas para degradacdo ou reducdo das moléculas de gordura (Silva et al., 2016). Bactérias
produtoras de lipases, enzimas responsaveis pela hidréolise de moléculas de triglicerideos,
podem ser utilizadas para reduzir o volume final do efluente tratado (Torquato, 2016). Essas
enzimas possuem caracteristicas importantes que auxiliam na quebra das moléculas de gordura,
como sua alta especificidade, estabilidade em solventes orgéanicos, suas condi¢des 6timas estao
entre 30 e 40 °C e ndo ha a necessidade de cofatores para atividade enzimatica (Javed et al.,
2017). Tendo em vista todos os fatores que influenciam na gestao de residuos, na conservagao
ambiental e na eficiéncia da ETE, este trabalho tem como objetivo isolar e selecionar bactérias
produtoras de lipase a partir de efluentes provenientes da produgdo industrial de sorvetes para

potencial uso no tratamento de efluentes com alto teor de lipidios.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Producao de Sorvete

Atualmente, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) dispde na portaria

n°® 379, de 26 de abril de 1999, a classificagdao dos gelados comestiveis, sendo eles os:

“(a) Sorvetes de massa ou cremosos - compostos basicamente de leite

e derivados lacteos e/ou outras matérias primas alimentares, nos quais os teores



de gordura e/ou proteina sdo total ou parcialmente de origem ndo lactea,
contendo no minimo 3% de gordura e 2,5% de proteinas, podendo ser
adicionados outros ingredientes alimentares; b) Sorbets - sdo os produtos
elaborados basicamente com leite e ou derivados lacteos e/ou outras matérias-
primas alimentares ¢ que contém uma pequena porgao de proteina ¢ gordura,
as quais podem ser total ou parcialmente de origem ndo lactea, contendo no
minimo 1% de gordura e 1% de proteina; c) Sorbets - produto elaborado
basicamente com polpa de fruta, sucos ou pedacos de frutas e agucares; d)
Picolés - s3o porgdes individuais de gelados comestiveis de varias
composigdes, geralmente suportadas por uma haste, obtida por resfriamento
até o congelamento da mistura homogénea ou ndo, de ingredientes alimentares,

com ou sem batimento.”

No ambito industrial, os sorvetes mais frequentemente comercializados, que geralmente
s30 os de massa, cremosos ¢ picolés, sao produzidos a partir de uma calda que ¢ uma emulsao
estabilizada e pasteurizada, incorporada por meio do processo continuo de congelamento,
agitacdo e introducdo de ar (Goff et al., 2013). Assim, nas condi¢des de armazenamento durante
a producdo e comercializagao do produto, a temperatura ideal para o condicionamento deve ser

entre -18 °C e -12 °C (ANVISA, 2004).

Um dos principais ingredientes, utilizado nessa composicdo e importante para sua
estrutura, além do leite e derivados lacteos, no qual estdo presentes a maior parte das proteinas,
¢ a gordura, que geralmente ¢ de origem vegetal (Goff et al., 2013). O tipo, composi¢ao e ponto
de fusdo da gordura utilizada sdo muito importantes para as caracteristicas organolépticas e
estabilidade do sorvete (Hatipoglu & turkoglu, 2020). Entre as gorduras que podem ser
utilizadas, além das gorduras presentes nos componentes lacteos, estdo as gorduras

hidrogenada, de palma, de coco, de cacau, algodao e colza (Marshall et al., 2003).

Durante a producdo do sorvete, nota-se a necessidade de utilizagdo de grandes
quantidades de gordura, uma vez que irdo influenciar em diversas caracteristicas necessarias a
melhoria de sua qualidade (Santos, 2020). No entanto, esse elevado teor de gordura utilizado
em seu processo produtivo, geralmente resulta na necessidade de tratamentos eficientes para os
efluentes gerados (Zubareva, 2019). Sendo assim, merecida atencdo deve ser dada ao
tratamento de efluentes provenientes de industrias de sorvetes, para que haja enquadramento

nos parametros legais e, nao resultem em prejuizos ambientais (Zubareva, 2019).

2.2 Lipidios
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Os lipidios sao moléculas organicas, com uma ampla gama de estruturas quimicas que
apresentam algumas propriedades fisico-quimicas, que os fazem ser bastante caracteristicos,
como ser insoluvel em agua e solivel em solventes nao polares, podendo ser ésteres, Oleos,
esteroides, cloroformio e ceras (Lehninger, 2014; Botham & Mayes, 2012). Em suas fungdes
biologicas, estdo presentes em membranas bioldgicas, sendo cofatores enzimaticos,
transportadores de elétrons, dncoras hidrofobicas de proteinas entre diversas outras atribuicdes.

(Lehninger, 2014).

Os lipidios podem ser encontrados em fontes animais e vegetais e, podem ser
classificados de acordo com suas estruturas fisicas, quimicas e bioldgicas em: 1 - Lipidios
simples (ésteres de acidos graxos com vdrios alcoois), sendo subdividido ainda em a) Gorduras
(ésteres de acidos graxos com glicerol) e b) Ceras (ésteres de acidos graxos com alcoois
monohidroxilicos); 2 — Lipidios complexos (ésteres de acidos, contendo outros grupos além do
alcool e dos acidos graxos), a) fosfolipideos (contem acidos graxos, um alcool e residuo de
acido fosforico, também pode possuir bases nitrogenadas e outros substitutos), b) Glicolipidios
(possui um acido graxo, esfingosina e carboidrato) e c) lipidios complexos (s@o lipidios como
esfingolipideos, e aminolipideos, assim como as lipoproteinas); 3 — Percursores e derivados
lipidios (acidos graxos, glicerol e esterois, aldeidos graxos e grupos cetdnicos, hidrocarbonetos,

vitaminas lipossoliveis e hormonios) (Botham & Mayes, 2012).

Os 4cidos graxos e seus derivados, possuem uma ampla gama contendo mais de 100
tipos de moléculas ja registradas e identificadas (N. Gershfeld, 2020). Dentro das classificagdes,
as gorduras e 6leos vegetais e animais, sdo acidos graxos que apresentam ésteres que podem se
apresentar na forma esterificada, sendo eles os 4cidos graxos livres, com cadeias longas de

carbono e apolares (N. Gershfeld, 2020).

Por conta dessas caracteristicas e propriedades, os lipidios podem ser utilizados em
diversos segmentos industriais, como sendo o produto, parte da matéria prima ou um
subproduto (Ferreira et al., 2019). Por consequéncia, como em todo processo produtivo, sdao
gerados residuos provenientes da producdo e da limpeza de equipamentos, tendo em vista suas
propriedades, o tratamento desses efluentes precisam ser eficientes na quebra das moléculas

dos écidos graxos (Liew et al., 2015).
2.3 Tratamento de residuos industriais

O tratamento de residuos industriais € um fator importante para a gestdo ambiental, que

visa minimizar os impactos negativos relacionados aos residuos gerados durante o processo
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industrial, que podem causar danos ambientais e a satide humana (Cornelli, 2014). Para que
esse tratamento seja adequado, sdo necessarias varias etapas que envolvem desde a geragdo, até

a sua disposicao final (Adetunji et al.,2021).

Dentre os diversos tipos de residuos, como os solidos, gasosos e liquidos, se demanda
as mais variadas técnicas para gestdo, que vao desde o despejo em aterros sanitarios
controlados, até a incineracao, reciclagem, compostagem, filtros para captagao de gases, manejo
na estacdo de tratamento de efluentes etc. (CONAMA, 2011). E assim, para além da
preocupacdo com a gestdo ambiental, o tratamento adequado desses efluentes, também ¢
necessario quando relacionado a eficiéncia da industria e no enquadramento nas leis e normas
que determinam padrdes fisicos, quimicos e biologicos, visando o despejo de efluentes em

corpos hidricos (Azevedo, 2020).

Grande parte dos efluentes gerados pelas industrias carecem do tratamento para
diminuicdo da carga poluidora e do seu volume (Kamali et al., 2019). Em fabricas de lacticinios,
sorvetes, abatedouros, entre outros, um dos grandes problemas ¢ o elevado teor de acidos graxos
na composi¢do dos efluentes, no qual carregam alto potencial destrutivo quando em contato
com o meio ambiente (Feil et al., 2020). Para a hidrélise desse material, ¢ vital o dominio de

metodologias que podem ser por meio fisico, quimico e bioldgico (Ma et al., 2019).
2.3.1 Tratamento de efluentes industriais gordurosos

A crescente preocupagdo com a polui¢do ambiental, especialmente relacionada aos
efluentes gordurosos e industriais, tem motivado a busca por métodos eficazes de tratamento

(Adetunj et al., 2021).

A compreensdo das caracteristicas especificas dos efluentes gordurosos e industriais ¢
essencial para a escolha adequada de métodos de tratamento. Aspectos como a presenca de
compostos organicos e a carga lipidica, sdo parametros importantes a serem acompanhados,
tendo em vista que o tratamento deve ser eficaz o suficiente para sanar os parametros dispostos
nas regulamentagdes (Cornelli, 2014). No Brasil, a Resolugio CONAMA 430/2011, dispde
sobre os limites das propriedades do efluente que devem ser levadas em consideragdo, sendo
elas caracteristicas fisicas e quimicas, como do pH (Potencial hidrogenionico), DQO (Demanda
Quimica de Oxigénio), DBO (Demanda Bioquimica de oxigénio), quantidade de O&G (Oleos

e Graxas).
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Para se adequar as condicionantes legais, métodos convencionais, como aeragao,
sedimentacdo e filtra¢do, tém sido amplamente utilizados no tratamento de efluentes industriais
(Ghumra et al., 2021). Ao longo dos anos, houve também o aumento da utilizacao de agentes
biologicos, de forma aerdbia e anaerdbia, auxiliando na degradagcdo de compostos presentes no
residuo (Von Sperling, 1996). Cada um destes métodos pode ser utilizado nas Estagdes de

Tratamento de Efluentes (ETE) de cada industria (Ma et al., 2019).

Nas ETE’s das industrias que produzem efluentes com elevados teores de gorduras,
como as industrias de fabricagdo de sorvetes, geralmente ha um efluente de qualidade muito
inferior aos padrdes estabelecidos (Santos et al., 2022). Em alguns casos, como na presenca de
solidos ndo dissolvidos, como dos sélidos pesados, gordura de origem animal etc., se faz
necessario o uso do tratamento preliminar do efluente (Santos et al., 2022). Tendo em vista que,
a remocgao dos solidos grosseiros ¢ importante para que nao haja danos aos equipamentos na
ETE, tais como entupimento, em que geralmente sdo utilizados métodos de gradeamento e
desarenador (caixa de areia e gordura) (Saraiva, 2009). Especificamente no contexto das
industrias de lacticinios e sorvetes, onde hd um alto teor de 6leos e graxas devido aos compostos
adicionados durante o processo produtivo, o tratamento preliminar ¢ realizado por meio de
peneiramento e sedimentagdo, constituindo um processo fisico (Schmitt, 2011). Essas etapas
sdo essenciais para garantir a eficacia do tratamento subsequente e para atender aos requisitos

regulatorios de descarte de efluentes industriais (Schmitt, 2011).

Apo6s a remogao desses solidos grosseiros, a proxima etapa € do tratamento priméario, no
qual utiliza a jun¢do dos tratamentos fisico-quimicos, para que haja a remocgao dos s6lidos em
suspensao sedimentaveis e solidos flutuantes, esses compostos fazem parte do lodo ativado ao
final do processo (Silva, 2019). Assim, para evitar a ma eficiéncia da proéxima fase, o tratamento
primario se faz obrigatorio, sendo responsavel pela retirada de particulas sélidas, coloides ou
dispersdes, também como liquidos imisciveis (Renault, 2009). Ainda no tratamento primario,
sdo empregados alguns produtos quimicos que visam auxiliar na floculacdo e na flotagdo
(Locks, 2018). Esses dois processos sdo essenciais, ja que na floculacdo, existe a adigao de
coagulantes que buscam transformar as caracteristicas quimicas, atraindo particulas dispersas
superficialmente negativas, ja na flotacdo, ha a formacao de flocos por meio da agitacdo da
agua, em que pela existéncia das cargas elétricas positivas, acabam atraindo microrganismos,
coloides negativos e impurezas, em que posteriormente, passam por um sistema de filtragao

(Nagano & Deon, 2014).
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Ademais, sdo adicionados 4cidos ou bases, com o intuito de ajustar o pH), além da
cloragdo ou tratamento térmico para elimina¢do de microrganismos contaminantes, pois ¢ um
fator importante para caso haja interesse no reuso do efluente tratado ou da dispersao em corpos

hidricos, evitando assim, contaminacdes ambientais (Almeida & Grossi, 2014).

Para a fase do tratamento secundario, serdo utilizadas técnicas bioquimicas, fazendo uso
de lagoas de estabilizagdo, biodigestores, filtros bioldgicos e biorreatores, tudo isso com o
intuito de diminuir cargas organicas que estao dissolvidas no efluente (Mendonga, 2017). O
processamento desses efluentes nessa etapa ¢ denominado de recirculagdo do lodo, que prevé a
estimulacdo de microrganismos capazes de hidrolisar esses compostos organicos, que no caso
das industrias de lacticinios e sorvetes, a maior parte ¢ proveniente das moléculas de gordura

(Bandeira, 2018; Silva, 2018;).

Os procedimentos de carater bioldgico, podem ser tanto de origem aerobia, quanto
anaerobia (com a presenca ou ndo de oxigénio), em que no sistema aerdbio, ¢ utilizado uma
capacidade volumétrica baixa, em comparacdo com o sistema anaerdbio, isso porque ha
dificuldade na transferéncia do oxigénio no efluente (Von Sperling, 2015). O tratamento
bioldgico, ¢ realizado através de microrganismos que realizam processos bioquimicos com o
intuito de remover ou reduzir a matéria organica do efluente (Von Sperling, 2015). O lodo
acumulado em todas as etapas anteriores, ¢ desidratado e disposto corretamente conforme as

leis vigentes (Bandeira, 2018).

Por ultimo, ainda ha o tratamento terciario, em que na maioria das vezes nao ¢ utilizado
nas industrias de sorvetes, a ndo ser que haja precisdo de um efluente de alta qualidade, pois
esta ¢ uma etapa que demanda técnicas complexas com o intuito de remover contaminantes
especificos, que ndo puderam ser removidos nos tratamentos antecessores, gerando um alto
custo final (Locks, 2018). Para esta fase, ¢ imprescindivel ter conhecimento do grau de
depuracdo do efluente, porque s6 assim poderdo ser aplicados processos como adsor¢do por
carvao ativado, osmoses ¢ elotrodidlise (uso pressao e eletricidade), microfiltracdo por

membranas e manipulagdo de polimeros para troca i0nica (Almeida & Grossi, 2014).

O tratamento de efluentes ¢ um processo essencial para minimizar os impactos
ambientais decorrentes das atividades humanas, especialmente as industriais. Dentre as diversas
abordagens utilizadas, destaca-se a relevancia fundamental dos microrganismos no tratamento

eficiente desses efluentes (Metcalf & Eddy, 2015). Microrganismos, incluindo bactérias, fungos
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e protozoarios, desempenham papéis cruciais em diferentes etapas dos sistemas de tratamento,

contribuindo para a remocao de contaminantes e a depuracao dos efluentes (Sant’anna, 2013).
2.4 Microrganismos no tratamento de efluentes

Os microrganismos sao notaveis pela capacidade de degradar compostos organicos
presentes nos efluentes industriais (Miguel et al., 2020). Bactérias aerobias e anaerdbias sao
capazes de metabolizar uma ampla gama de substancias, transformando-as em produtos mais
simples e menos prejudiciais a0 meio ambiente (Metcalf & Eddy, 2015). Esse processo
bioldgico desempenha um papel vital na reducao da carga organica nos efluentes (Miguel et al.,

2020).

Microrganismos anaerobios participam ativamente de processos de oxidagdo-redugdo,
influenciando diretamente a remoc¢do de contaminantes, como nitrogénio € compostos
sulfurados (Ghattas et al., 2017). Essas reagdes bioquimicas sdo essenciais para a conversao de
substancias indesejadas em formas menos toxicas ou para a completa mineralizagdo (Ghattas

etal., 2017).

O tratamento bioldgico, que inclui sistemas como lagoas de estabilizacdo, reatores
biologicos aerdbios e anaerobios, direciona a atividade metabdlica dos microrganismos para a
remoc¢do de poluentes (Li et al., 2020). A biota microbiana existente nesses ambientes
proporciona um ambiente propicio para a transformacao eficiente de substancias indesejadas.

(Li et al., 2020).

Durante o processo de tratamento, os microrganismos sintetizam biomassa como parte
de suas atividades metabolicas (Couto et al., 2020). Essa sintese ndo apenas contribui para a
remo¢ao de nutrientes dos efluentes, mas também pode ser explorada como uma fonte adicional

de biomassa util, como no caso da producgao de biogés em sistemas anaerdbios (Li et al., 2020)

A diversidade e resiliéncia dos microrganismos permitem que os sistemas biologicos de
tratamento se adaptem a variagdes nas caracteristicas dos efluentes (Wackett, 2013). Essa
capacidade de resisténcia a choques e flutuagdes ambientais contribui para a estabilidade

operacional e eficacia a longo prazo dos processos biologicos (Braz et al., 2018).

Ao empregar microrganismos nos processos de tratamento, a abordagem biologica
geralmente ¢ mais sustentavel e ecoeficiente em comparacao com métodos puramente quimicos

(Torquato, 2016). A natureza autossustentavel dos sistemas bioldgicos, alimentados pela
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atividade microbiana, destaca a importidncia dos microrganismos na busca por praticas

ambientalmente responsaveis (Kour et al., 2021).
2.4.1 Bactérias

As bactérias sao seres procariontes, que podem possuir alta resisténcia quando presentes
em ambientes e condicdes adversas, tendo em vista sua capacidade adaptativa e grande
diversidade, no qual sdo capazes de viver de forma isolada ou agrupadas em coldnias (Lv et al.,
2019). Ao longo dos anos, com o avango da biotecnologia e da manipulacdo do genoma, as
bactérias se tornaram um objeto de estudo, além do uso para extragdo de enzimas hidroliticas
aplicadas na industria, isso porque ¢ um microrganismo de rapido crescimento e facil adequagao
em diferentes meios nutritivos, além de amplas faixas de temperatura e pH (Sharma &

Satyanarayana, 2015).

Geralmente, o pH 6timo para esses microrganismos se aproxima da neutralidade (pH 7),
tendo em vista que o crescimento celular e a producdo de enzimas ocorrem ao mesmo tempo e
que, além disso, compartilham as mesmas temperaturas ideais, que sdo geralmente de 20-45 °C
(Pham et al., 2021). Para atingir o pico maximo (geralmente na fase log tardia) de producdo
enzimatica, pode levar um tempo de 12-96 horas, que ird depender das espécies e do meio de

nutri¢cao (Pham et al., 2021).

Desse modo, para além do pH e temperatura, outros fatores ambientais sdo importantes
para o desenvolvimento bacteriano e desenvolvimento da atividade lipolitica, tais como a fonte
de carbono contidas no substrato, sendo necessario a presenga de acidos graxos, triacilglicerdis,

glicerol, sais biliares, ésteres hidrolisaveis ou tweens para ativagdo da lipase (Pham et al., 2021).

De maneira geral, esses microrganismos sdo ferramentas fundamentais para a indistria,
viabilizando o melhoramento e a criacdo de novos produtos e processos (Meena, Tiwari &
Sharma, 2020). No qual, as bactérias sdo organismos importantes para o tratamento de efluentes
oleosos, por sua expressiva producdo de lipase, sendo que, dentre as fontes bacterianas
conhecidas, as do género Bacillus apresentam grande potencial (Kiran et al., 2016; Shelatkar,
2016). Assim, algumas destas bactérias podem ser citadas, como a Bacillus pumilus, Bacillus
coagulant, Bacillus alcalophilus, Bacillus subtilis e Bacillus stearothermophilus, (Kiran, 2016;
Shelatkar, 2016). Outros géneros e espécies também podem ser apontados como grandes
produtores de lipase, sendo eles Pseudomonas sp., P. aeruginosa, Burkholderia multivorans, B.

cepacia e Staphylococcus caseolyticus, levando em conta que géneros como Pseudomonas,
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Burkholderia e Streptomyces, os quais foram os primeiros a serem estudados com essa

finalidade (Thakur, 2012).

Frequentemente, as lipases bacterianas exibem um peso molecular que varia entre 11 e
176 kDa, e apresentam um pH 6timo neutro ou alcalino (Carvalho et al., 2003; Sharma, 2020).
Apesar disso, elas demonstram estabilidade em uma ampla faixa de pH, que vai de 4 a 11.
Geralmente, as lipases bacterianas t€m uma temperatura 6tima situada entre 30-60 °C (Sharma,
2020). Entretanto, existem lipases bacterianas com estabilidade em pontos extremos, seja em

temperaturas muito abaixo de 30°C ou muito acima de 60°C (Sharma, 2020).

Dessa forma, essas propriedades advindas das bactérias, sdo facilmente relacionadas
com o tratamento de efluentes gordurosos nas ETE’s, pois, podem ser utilizadas na etapa do
tratamento secundario, seja por meio da aplicagdo direta do microrganismo no meio ou a
estimulacdo das condi¢cdes ambientais no local, que ira auxiliar a populacdo microbiana no

desenvolvimento das atividades lipoliticas (Mendonga, 2017).
2.5 Lipase

Naturalmente, as enzimas lipoliticas podem ser produzidas por vegetais, animais e por
populacdes microbianas (Javed et al., 2017). Grande parte desses microrganismos, sao bactérias

com ampla biodiversidade capazes de produzir essas enzimas (Javed et al., 2017).

Assim, as lipases fazem parte da classe de hidrolases (E.C. 3.1) e agem na interface
agua-oleo (E.C. 3.1.1), formando assim sua classificagdo (Liang et al., 2023). As enzimas
recebem uma nomenclatura de acordo com sua classificacdio dada pelo NC-IUBMB
(Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry and Molecular Biology),
no qual se utiliza as iniciais E.C. (Enzyme comission), acompanhadas de até 4 numeros, que se

referem a classe e subclasse da enzima (Martinelle et al., 1995).

Dentro dessas classificagdes, existe o fato de que para uma enzima lipase ser tida como
verdadeira, ela precisa manifestar a proteina encarregada de cobrir o sitio ativo, denominada
como “lid”, estando atrelada a atividade enzimatica (Liang et al., 2023). O sitio ativo possui
uma cadeia peptidica de natureza hidrofobica, denominada de tampa, que atua na ativacdo
interfacial, ou seja, veda o sitio ativo na auséncia de substrato, mas quando ha presenca, se retira

permitindo a catéalise (Mendes et al., 2006; Sirisha et al., 2010).

As lipases (Triacilglicerol acil-hidrolase EC 3.1.1.3), realizam uma transformacao

bioquimica, catalisando a hidrolise total ou parcial dos triacilglicerois (TAG), transformando-o

17



em diacilglicerois (DAG), monoacilglicerois (MAG), glicerol e acidos graxos livres (Melani et
al., 2020). Isso esta relacionado com a especificidade da atividade enzimatica, que ocorre
unicamente na interface 6leo-agua, atuando em cadeias com mais de 10 carbonos, além de nao

precisarem de cofatores (Carvalho, 2005).

Para além da hidrolise de triacilglicerois, as lipases também sdo responséaveis por outras
reagoes, sendo elas de esterificagdo, interesterificagdo, acidolise, alcoolise, amindlise e
lactonizacao, essas reacdes se ddo a partir de pequenas quantidades de agua, suficientes para

deslocar o equilibrio termodinamico, para a sintese (Melani et al., 2020).

Essas caracteristicas, contribuem para que as enzimas sejam grandes ferramentas para o
uso industrial, movimentando um mercado de milhdes de dolares todos os anos, pois podem ser
encontradas em industrias alimenticias, tratamento de efluentes, farmacéuticas, oleoquimica,

de celulose, polimeros sintéticos e detergentes (Sharma, 2011).

Na maioria das vezes, o tratamento de efluentes comuns com alta carga de 6leos e
graxas, ¢ dificultado pela natureza dos compostos e, alguns estudos apontam que é necessario
um pré-tratamento para degradar os lipidios, posteriormente sendo encaminhado para o

tratamento convencional (Pintor et al., 2016).

As enzimas apresentam especificidade ao seu substrato, por isso, 0 seu uso na industria
vem aumentando a eficiéncia de diversos setores, diminuindo os problemas relacionados a
danos ambientais, ao contrario do uso de produtos quimicos nos tratamentos convencionais
(Jegannathan et al., 2013; Zhang & Zheng, 2022). Do ponto de vista comercial, as bactérias
fornecem grande parte da produgdo de lipase, tendo alguns géneros como sendo os principais
utilizados, sendo eles Achromobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Burkholderia e

Pseudomonas (Chandra et al., 2020).

3. METODOLOGIA
COLETA E OBTENCAO DAS AMOSTRAS

As amostras do residuo foram coletadas em dois momentos distintos na Estacdo de
Tratamento de Efluentes de uma industria de sorvetes, localizada na cidade de Petrolina — PE,
no Nordeste Brasileiro. As amostras foram mantidas a 4 °C para preservacao. As caracterizagoes
biologicas e fisico-quimicas do residuo foram fornecidas pela empresa selecionada para esta

pesquisa. O efluente foi coletado em 3 diferentes locais da Estagao de Tratamento de Efluentes,



sendo estes a Entrada (Refere-se ao ponto de entrada onde os efluentes (dguas residuais e
gorduras) chegam a Estag¢do de Tratamento de Efluentes.), Local de Adensamento do lodo (¢
uma etapa do tratamento onde o lodo (material solido resultante do processo de tratamento) €
decantado e espessado.) e Saida (refere-se ao ponto onde o efluente tratado deixa a Estagao de
Tratamento de Efluentes, geralmente apds passar por varias etapas de tratamento para remover

contaminantes e poluentes.), totalizando 6 amostras.
BIOPROSPECCAO DAS BACTERIAS

A bioprospeccdo e demais etapas laboratoriais foram conduzidas no Laboratorio de
Biotecnologia Microbiana — LBM, localizado no Departamento de Tecnologia e Ciéncias

Sociais (DTCS - Campus III) da Universidade do Estado da Bahia — UNEB, Juazeiro-BA.

Para a bioprospec¢ao das bactérias a partir das amostras coletadas, primeiramente foi
utilizado o método de diluicdo seriada com agua salina 0,85%, no qual foi disposto 100ul de
solugdo nas dilui¢cdes 10-3, 10-> e 10-7 em placas de petri contendo meio TSA (Tryptic Soy
Agar) complementado de fungicida Nistatina a 1ml/L, para inibir o crescimento de fungos
presentes no efluente. As placas foram incubadas por 48 horas em 28°C em estufa
microbioldgica. A diluicdo seriada foi realizada em triplicata. A diluicdo escolhida para
1solamento foi 10-3, levando em consideracao a maior quantidade de cepas e melhor disposi¢ao

das colonias na placa de petri.

O isolamento foi feito em meio TSA e em triplicata, pela técnica de esgotamento por
estrias, para obtencdo de colonias mais puras. As cepas foram mantidas a 28-30 °C em estufa
bacterioldgica por 48 horas. Apos o crescimento, foram conservadas em glicerina a 50% em

temperaturas abaixo de 0 °C.
ISOLADOS BACTERIANOS COM CAPACIDADE LIPOLITICA

As bactérias isoladas foram reativadas em meio TSA acrescido de Nistatina a 1%, pela
técnica de estriamento. Todas as bactérias que permaneceram vidveis apos o processo de
reativacdo, foram incubadas em 100 ml de meio de cultura comercial On Bac, fornecido pela
empresa BioGrowth, em Erlenmeyer e colocados em Shaker a 120 rpm de agitacao, em 28 °C
durante 48 horas, de acordo com a metodologia de Haba et al. (2000) e Mongogkolthanarukw
e Dharmsthiti (2002), com adaptagdes. A concentragio foi ajustada para 10”7, contabilizando a
formagdo das colonias em 24 e 48 horas de incubacdo, para determinacao das Unidades

Formadoras de Colonias (UFC). A determinacdo de UFC foi realizada em triplicata para
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verificar a viabilidade das cepas, sendo consideradas viaveis as que apresentaram entre 30 e

300 coldnias.

O UFC foi feito a partir do calculo:

Numero de colonias contadas

UFC/ml =
" Volume inoculado (ml) x Fator de diluicido

ApoOs a contagem das coldnias, foi feito a incubacao de 100 ml em meio On Bac no

shaker em 120 rpm por 48 horas, para que o crescimento fosse observado por meio de

espectrofotometro OD600, a partir da densidade das células no meio.

As cepas bacterianas isoladas viaveis, foram submetidas a tratamentos contendo meios
de cultura acrescidos de Azeite de oliva (T1) ou Gordura de palma (T2) a 2%/1L. A escolha
desses tratamentos, se baseou na indug¢do e comparagdo dos halos de degradacao pelas cepas
isoladas diante de duas fontes de lipidios distintas, uma utilizada como padrdo na literatura
(Azeite de oliva) e a outra, na producdo de sorvete da industria onde foram coletadas as

amostras.

As cepas isoladas viaveis seguiram para o teste enzimatico de atividade lipolitica, de
acordo com a metodologia de proposta por Sierra (1956) com modifica¢des. No qual, foram
feitas solugdes em meio comercial On Bac, contendo as cepas isoladas, inoculadas por 48h em
shaker a 120 rpm. Em seguida, foram pipetados 10ul em spots em cada um dos 3 discos de
papel estéreis de mesmo diametro, dispostos nas placas de petri contendo meio especifico
composto de 2% de gordura (Azeite de oliva ou a Gordura de Palma) utilizada para estimular a
producdo de lipase, peptona 10.0 g, NaCl 5.0 g, CaCI.H20 0.1 g e 2% de TWEEN 80, para a
proporcao de 1L 4gua destilada. As placas foram incubadas em estufa a 28°C por 48h e
analisadas a cada 12 horas, as placas positivas para produgao de lipase formaram um halo de
precipitagdo da reagdo entre a atividade lipolitica com o cloreto de potassio, indicando o halo
de degradagdo. Para analise, foi utilizado um transluminador UV, para auxiliar na visualiza¢ao
do halo e um paquimetro para medi¢do do didmetro do halo de degradagdo precipitado. Para
sele¢do das cepas com potencial de producgao de lipase, foram avaliadas a presenga e didmetro

do halo. O experimento foi realizado em triplicata.

Para determinacdo da atividade enzimatica, foi realizado o método proposto por Hankin
e Anagnostakis, (1975) que relaciona o diametro médio do halo de degradacao e didmetro médio

da colonia, que resultara na expressao do Indice Enzimatico (IE), seguindo a equagao:
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IE = DH/ DCM

Onde:

DH= Diametro Médio do Halo de Degradacao
DCM= Diametro Médio de Crescimento Microbiano

A anélise dos dados foi feita utilizando o Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC),
com o teste ANOVA e teste tukey 5% de significancia, no software AgroEstat. A andlise
estatistica teve como objetivo a verificacao da significancia e a comparagao das médias de

ambos os tratamentos.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
ISOLAMENTO DAS BACTERIAS

Foram testadas trés diluigdes (10-*; 10-5 e 10-7) para a bioprospeccdo das bactérias, a
melhor diluicdo foi a que correspondeu a 10-*, na qual foi possivel obter a maior ¢ melhor

dispersdo das bactérias no meio.

Na primeira coleta do efluente na ETE, foram isoladas 8 bactérias no total, sendo 4 cepas
da entrada do efluente, 2 cepas do adensamento do lodo e outras 2 cepas da saida do efluente.
J4 na segunda coleta, foram isoladas 7 bactérias, sendo 3 cepas da entrada do efluente, 1 no
adensamento do lodo e 3 na saida do efluente. Totalizando 14 cepas isoladas, as quais apos
etapas de conservacdo, armazenamento, reativagdo e contagem de UFC, apenas 5 bactérias
permaneceram viaveis para prosseguir com o experimento. Destas bactérias vidveis, 3 cepas

isoladas foram da entrada do efluente, e 2 cepas do adensamento do lodo.
ANALISE DA ATIVIDADE ENZIMATICA DE LIPASE

As 5 cepas apresentaram halo de degradacdo lipolitico precipitado pelo cloreto de

potéssio para os dois tratamentos utilizados (Figura 1).

Figura 1: Teste lipolitico com bactérias isoladas de efluentes da industria de sorvetes
utilizando diferentes fontes lipidicas. Tratamentos com adi¢do de azeite: A, Cepa 1; C, Cepa 2;
E, Cepa 3; G, Cepa 4; I, Cepa 5; Tratamentos com adicao de gordura de palma: B, Cepa 1; D,
Cepa 2; F, Cepa 3; H, Cepa 4; J, Cepa 5. Simbolo: trago localizado na margem esquerda da

figura representando escala de 20 centimetros.
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Fonte: Autora, 2024.

Nas Figuras 1A e 1B, que correspondem a Cepa 1, ficou evidente a formacao dos halos
em ambos os tratamentos, havendo poucas diferencas visuais. Ja para as Figuras 1C e 1D, da
Cepa 2 evidenciam aspectos de comportamento em ambos tratamentos bem diferentes dos
outros isolados, em que € possivel visualizar halos translicidos e consideravelmente maiores
que os demais. Nas Figuras 1E e 1F da Cepa 3, os halos formados apresentaram caracteristicas
de coloragdo mais esbranquigadas. A Cepa 4 obteve o menor crescimento do halo de degradagao
entre todos os isolados nos dois tratamentos (Figura 1G e 1H). Por fim, as Figuras 11 e 1J da
Cepa 5, demonstram um maior crescimento no tratamento da gordura de palma, em comparagao

ao tratamento com o meio composto com azeite, evidenciado na Tabela 1, Figura 2 e Figura 3.

Tabela 1: Médias estatisticas das cepas isoladas de amostras coletadas na Estagdo de
Tratamento de Efluentes, as quais foram comparadas se houve diferenga significativa entre os

tratamentos, sendo o Tratamento 1 (T1) Azeite de Oliva e o Tratamento 2 (T2) Gordura de

Palma.
MEDIAS ESTATISTICAS
CEPAS ISOLADAS | AMOSTRA DO |T1 — AZEITE DE | T2 - GORDURA
ISOLAMENTO OLIVA DE PALMA
CEPA 1 Adensamento  do 3,3833333 b 3,8633333 a
lodo
CEPA 2 Adensamento  do 7,3666667 a 4,5400000 b
lodo
CEPA 3 Entrada 3,1733333 a 3,0233333 a
CEPA 4 Entrada 2,0833333 a 2,5033333 a
CEPAS5 Entrada 2,4566667 a 2,6766667 a

Fonte: Autora, 2024.
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Figura 2: Graficos correspondentes aos isolados bacterianos obtidos do efluente da

industria de sorvetes, mostrando as linhas de crescimento do indice enzimatico da atividade

lipolitica em 12, 24, 36 ¢ 48 horas. Legenda: (a) Grafico de indice enziméatico da Cepa 1; (b)

Grafico de indice enzimatico da Cepa 2; (¢) Grafico de indice enzimatico da Cepa 3; (d) Grafico

de indice enzimatico da Cepa 4; (¢) Grafico de indice enzimatico da Cepa 5. Simbolo: h entre

parénteses representando as horas.
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No estudo das diferentes cepas, observamos variacdes especificas nos indices

enzimaticos ao longo do tempo e em resposta aos diferentes tratamentos com gorduras (Tabela

1; Figura 2; Figura 3).

Figura 3: Graficos de comparagdo de médias do indice enzimatico entre cada cepa,
dentro do mesmo tratamento (Azeite de oliva ou Gordura de palma). a), Grafico com a
comparac¢ao de médias de cada cepa no azeite de oliva; b), Grafico de comparacao de médias

de cada cepa na Gordura de palma. Simbolo: h entre parénteses representando as horas.
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Inicialmente, a Cepa 1 (Figura 2a; Figura 3a), no T1, registrou indices de 2,41, 2,79,
3,18 e 3,38 nas primeiras 12, 24, 36 e 48 horas, respectivamente. No entanto, no T2, os valores
foram 2,05, 2,13, 3,18 e¢ 3,86 nas mesmas horas, com destaque apos as 24 horas, podendo
indicar a necessidade de um possivel tempo de adaptagdo da bactéria ao meio de cultura (Tabela

1; Figura 2; Figura 3).

Os gréficos das Figuras 2b e Figura 3, podemos observar a Cepa 2, que se destaca por
apresentar os maiores indices enzimaticos (IE) entre as cepas. No tratamento T1, foram
registrados valores de 6,63, 6,82, 7,25 e 7,37 para as horas de 12, 24, 36 e 48, respectivamente.
Esses numeros indicam uma atividade enzimatica significativa. No entanto, no tratamento T2,
embora os valores iniciais sejam menores em compara¢do com o T1, ainda assim observa-se
uma progressdo notavel. Inicialmente, o IE foi de 3,50 nas primeiras 12 horas, subindo para
3,77 em 24 horas e para 4,08 em 36 horas. Ao final das 48 horas, o IE atingiu 4,54, mostrando
um aumento gradual ao longo do periodo.

No gréfico das Figura 2c e Figura 3, referente a Cepa 3, é notavel que o tratamento com
azeite resultou em maior indice enzimatico ao longo de todo o periodo de observagdo.
Inicialmente, as 12 horas, o IE foi registado em 2,32, aumentando para 2,48 as 24 horas e para
3,02 as 36 horas. Ao final do experimento, nas 48 horas, o indice enzimatico atingiu o valor de

3,17, demonstrando uma tendéncia crescente.

Ja no gréfico da Figura 2d e Figura 3, que representa a Cepa 4, observa-se que ndo existe
indice enzimatico registrado em ambos os tratamentos durante as primeiras 12 horas. Apos esse
periodo, as 24 horas, no tratamento T1, foi calculado o menor indice entre as cepas, com o valor
de 1,62. As 36 horas, 0 indice aumentou para 1,89 e, ao final das 48 horas, alcancou o valor de
2,44. No tratamento T2, o indice enzimatico foi de 2,03 as 24 horas, aumentando para 2,44 as
36 horas e para 2,50 as 48 horas. Esses resultados sugerem uma variacdo na atividade

enzimatica diferente de todos os outros cepas.

A Cepa 5 (Figura 2e; Figura 3) destacou-se pelos melhores indices enzimaticos no
tratamento com gordura de palma. No tratamento T1, o indice enzimatico foi de 1,95 as 12
horas, aumentando para 2,10 as 24 horas e para 2,31 as 36 horas. Ao final das 48 horas, o indice
atingiu 2,46. Por outro lado, no tratamento T2, os valores iniciais ja foram superiores,
registando 2,12 as 12 horas. Em seguida, o indice aumentou para 2,49 as 24 horas, para 2,58 as

36 horas e para 2,68 as 48 horas. Esses resultados sugerem uma resposta ainda mais favoravel
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ao tratamento com gordura de palma, com uma tendéncia de aumento continuo na atividade

enzimaética ao longo do tempo.

A Cepa 2 (Figura 2f; Figura 3) apresentou os maiores valores para o indice enzimatico
em relacdo aos outros isolados, principalmente no tratamento do azeite, que indicou um halo de
degradacdo enzimatico com caracteristicas morfoldgicas bem diferentes dos outros e, o qual a
precipitacdo do cloreto de potdssio ocorreu quase que de forma translicida em todas as
repeticdes e tratamentos. Assim como os demais valores, os resultados demonstraram
crescimento significativo dos indices enzimaticos, quando comparado a outros trabalhos na
literatura de isolamento de bactérias em meios gordurosos. No trabalho descrito por Silva et al.,
(2016), seu maior IE foi 2,37, assim como na pesquisa de Lima et al., (2019), que foi obtido o
valor de 2,21, ambas pesquisas se tratavam de testes lipoliticos semelhantes ao deste trabalho.
Porém, ainda seria necessario a quantificacdo da lipase para confirmacdo dessa alta taxa de
producao.

Assim, de acordo com Mendes, Pereira e Castro et al., (2006), a concentracéo de lipideos
no efluente da industria de lacticinios, que inclui a producgéo de sorvete, é em média 4.680 mg/L,
muito superior, a por exemplo, o processamento do coco 179 mg/L visando a obtengdo de
produtos (6leos). Fatores como esse, de alta concentracdo de &cidos graxos, também pode
influenciar na forma que esses microrganismos irdo desenvolver o seu metabolismo, ja que se
torna um meio mais seletivo a determinados tipos de bactérias, além disso, é possivel existir
diferentes enzimas lipases verdadeiras, que podem ser mais ou menos eficientes a depender do
meio (Verma & Kanwar, 2008).

Com a utilizacdo das duas gorduras distintas para esse teste lipolitico, foi demonstrado
que as cepas nos dois tratamentos, atuaram na producéo de lipase, entretanto, houve diferenca
guanto ao IE e tempo para producdo, indicando a necessidade de adaptacdo de algumas
bactérias ao meio (Lv et al., 2019). Ter conhecimento disso, pode auxiliar até mesmo na escolha
do indutor lipolitico para extragdo enzimatica, visando a obtencdo de um maior rendimento em
menos tempo (Hadeboll, 1991; Obradors et al., 1993; Montesino et al., 1996; Dominguez et al.,
2003). Isso porque, esses sdo fatores importantes para as industrias, pois ird impactar
diretamente na eficiéncia dos processos produtivos e no tratamento de efluente (Furini et al.,
2018). Assim, tendo em vista os resultados otimistas em relagio aos Indices Enzimaticos, é
possivel considerar tanto a aplicagao dessas bactérias, quanto a extracdo da lipase para aplicacao

nos processos hidroliticos, pois com a formacgdo do halo evidenciou nédo so a alta producéo,
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como a capacidade das bactérias de produzirem enzimas lipoliticas extracelulares (Bharathi &
Rajalakshmi, 2019).

Outro ponto importante ¢ que o efluente bioprospectado contém também residuos das
lavagens e limpeza dos equipamentos e dependéncias da empresa, contendo produtos quimicos,
responsdveis por transformar o meio em um ambiente mais hostil para diferentes
microrganismos (Lv et al., 2019). Porém, as lipases possuem uma ampla faixa de temperatura
e pH, que ira depender do microrganismo responsavel por produzi-las (Ferreira, 2015). Quando
uma bactéria consegue desenvolver atividades metabdlicas, mesmo em condi¢des
desfavoraveis e hostis, ¢ possivel identificar certa resisténcia e adaptagdo desse microrganismo
ao meio, sendo ele estimulado ou adicionado ao tratamento, na Estacdo de Tratamento de
Efluentes (Carvalho, 2005). Melhorar essas condi¢des do local, pode fazer com que o halo de
degradagdo da atividade lipolitica seja ainda mais eficiente, como foi descrito por Mendes e
colaboradores, (2005) que a disponibilidade de nutrientes e a conversdo de produtos
intermediarios, podem influenciar diretamente no metabolismo da bactéria no tratamento de um

efluente.

Além disso, a diversidade de bactérias geralmente encontradas nesses locais e com
grande capacidade hidroliticas, ¢ ampla e com muitos géneros frequentemente estudados, o qual
podemos citar do género Bacillus as espécies Bacillus pumilus, Bacillus coagulant, Bacillus
alcalophilus, Bacillus subtilis e Bacillus stearothermophilus, além de outros que podem ser
mencionados como Pseudomonas sp., P. aeruginosa, Burkholderia multivorans, B. cepacia e
Staphylococcus caseolyticus (Kiran, 2016; Shelatkar, 2016; Thakur, 2012). Isso possibilita uma
maior variabilidade de bactérias produtoras de lipase, com diferentes metabolismos e
adaptagdes, o que justifica os diferentes comportamentos das cepas isoladas quanto ao IE e
tempo para inicio da hidrolise, o que nos da indicios de diferentes espécies isoladas, também
levando em consideragdo aspectos morfologicos de coloragdo, formato e textura (Wackett,

2013).

5. CONCLUSAO

Discussdes e pesquisas na area de tratamento de efluentes, sdo de grande relevancia para
o desenvolvimento de técnicas que possibilitem a diminui¢do da carga poluidora, objetivando

a diminui¢do dos impactos ambientais, além de mais fluidez nas atividades produtivas da



industria. Principalmente com a utilizagdo de microrganismos capazes de metabolizar

substancias toxicas que podem causar danos severos a cadeia trofica.

Todas as cepas isoladas apresentaram bons indices enzimaticos, até mesmo aquela com
menor IE, demonstrando potencial para producdo de lipases e utilizacdo no tratamento de
efluentes industriais gordurosos. Esses bons indices, também evidenciam que a natureza do

residuo e da gordura influencia diretamente no metabolismo para a producgao de lipase.

Dessa forma, ¢ interessante que, posteriormente, seja feita a identificagdo das bactérias,
quantificagdo da lipase e testagem das cepas no efluente com alto teor de lipideos, para
evidenciar o alto potencial industrial desses dos isolados, que pode se estender para além do

tratamento de efluentes gordurosos.
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