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INTRODUCAO

A érea multidisciplinar da Biocatalise (ou biotransformacao) encontra-se atualmente
em amplo desenvolvimento. Pesquisas realizadas em varios ramos da quimica e da biologia
tém como principal objetivo o desenvolvimento de novos catalisadores para uso industrial
(CONTI, 2001). A Biotransformacéo tem sido bastante utilizada porque possibilita a obtencéo
de produtos de alto valor agregado com bons rendimentos de reacdo (CARVALHO, 2005).
Este processo envolve a utilizagdo de catalisadores bioldgicos. Neste contexto as enzimas
ganham grande destaque. Sendo assim, torna-se necessario frisar determinado tipo de enzima,
as lipases. As lipases séo catalisadores bioldgicos que podem ser isoladas de fungos, bactérias
ou leveduras (WOODWARD et al, 1984). As principais razdes para utilizacdo das lipases na
biotecnologia sdo a utilizacdo de condigfes reacionais brandas, resultando em produtos de
elevada qualidade, menores custos de energia e a seletividade das lipases. Além disso, a
exploracdo da especificidade dessas enzimas possibilita a sintese de produtos que néo
poderiam ser obtidos por rota quimica convencional. Cabe ainda ressaltar que, do ponto de
vista ambiental, o processo é tecnicamente limpo e seguro (FREITAS et al, 2009).

As lipases podem catalisar reacGes de hidrolise e/ou esterificacdo. Nestas reacdes sdo
utilizadas condic6es reacionais mais brandas (temperaturas moderadas 30-60°C), levando a
produtos com elevado grau de pureza.

As lipases tém sido utilizadas em uma variedade de segmentos biotecnol6gicos, como
em industrias de alimentos (desenvolvimento de aromas e maturacdo de queijos), de
detergentes, oleoquimica (hidrélise de 6leos e gorduras, sintese de biosurfactantes) e para
tratamento de residuos oleosos provindos da industria do couro e de papel. Uma aplicacdo que
tem merecido destaque é sua utilizacdo na obtencdo de farmacos ou insumos farmacéuticos
em suas formas enantioméricas ativas com elevada pureza Otica, pois estas enzimas sdo
capazes de reconhecer moléculas quirais e atuam, preferencialmente, em um dos isdbmeros de
uma mistura racémica (FABER, 2000).

A regido do semi-arido baiano apresenta uma diversidade biologica pouco explorada
no Brasil e possui as caracteristicas para apresentar micro-organismos resistentes a condigdes
extremas, além de enorme potencial para aplica¢do industrial.

O presente estudo teve como objetivo principal avaliar e quantificar a producéo de
lipases extracelulares de actinobactérias e bactérias isolados do semi-arido baiano
pertencentes & Colegdo de Cultura de Micro-organismos da Bahia (CCMB) pela metodologia
do Cup Plate e avaliacao da atividade lipolitica frente as reacdes de esterificagéo.



MATERIAL E METODOS
Obtengéo dos micro-organismos

Os micro-organismos, actinobactérias e bactérias, foram obtidos da Colecdo de
Cultura de Micro-organismos da Bahia localizada na Universidade Estadual de Feira de
Santana (UEFS).

Metodologia 1 — Actinobactérias
Deteccdo de enzimas hidroliticas pelo método Cup Plate

Inicialmente, as actinobactérias foram cultivadas em meio amido-caseina- agar
(ACA). Para a producdo de enzimas pelo método Cup Plate, dois discos de 6 mm de
didmetro das actinobactérias foram transferidos para reatores (Shots) de 250 mL que
continham 25 mL do meio liquido de inducédo, contendo azeite de oliva como substrato. A
incubacdo ocorreu em estufa bacterioldgica (B.O.D) a uma temperatura de 28°C por um
periodo de 48 horas (KOBLITZ, 2003).

O meio s6lido de caracterizacdo que objetivava a visualizacdo de halos para a
confirmacao de enzimas utilizou os seguintes reagentes e nas seguintes propor¢oes: Amido
1%, Caseina 0,03%, nitrato de potassio (KNOs) 0,2%, cloreto de sédio (NaCl) 0,2%, K;HPO,4
0,2%, sulfato de magnésio (MgSQ,) 0,005%, Sulfato ferroso (FeSO,4) 0,001%, carbonato de
célcio (CaCOs) 0,2%, Agar 2%, azeite de oliva 1% e revelador Rodhamina B na proporgéo de
1%. Em seguida foram realizadas 3 (trés) perfuracdes (“cups”) para favorecer o crescimento
dos micro-organismos, e adicionou-se 150uL do filtrado do meio de indugdo. As placas foram
incubadas a 30°C e verificou-se a formacdo de halos em transiluminador de luz ultra-violeta a
365 nm apds 24, 48 e 72 horas de reacdo. A atividade enzimatica obtida pela reagdo em placa
foi estimada qualitativamente através da média do didmetro dos halos degradativos
mensurados com o auxilio de uma régua milimetrada.

Metodologia 2 — Bactérias
Selecéo de micro-organismos secretores de enzimas pelo método Cup Plate

As 92 bactérias selecionadas foram cultivadas em meio Agar nutriente a uma
temperatura de 28 °C por um periodo de 48 horas. Para a secrecdo de enzimas (lipases), duas
alcas de cada bactéria foi transferida para reatores de 250mL (Shots), onde continha 25mL do
meio liquido de inducdo (devidamente auto-clavados), e substrato 125ul de azeite de oliva
para cada reator (substrato), sendo mantidos em estufa bacteriologica (B.O.D) a 28°C por 24
horas (KOBLITZ, 2008). A caracterizagdo da secrecao de lipases foi realizada em meio soélido
composto de 0,5% de peptona, 0,3% de extrato de levedura, 0,2% de azeite de oliva
(substrato), 1,5% de agar nutriente e 0,0007% de solucdo de revelador Rhodamina B. Em
seguida, com auxilio de uma al¢a de platina foram realizadas estrias de cada micro-organismo
contido no meio de inducdo sobre as placas de caracterizacdo. As placas foram incubadas a
28°C e verificou-se a formagdo de halos em transiluminador de luz ultra-violeta a 365 nm
apos 24, 48 e 72 horas de reagéo.

Metodologia 3 — bactérias
Selecdo de micro-organismos secretores de enzimas pelo método Cup Plate

Foram selecionadas 3 bactérias para a realizacdo desta metodologia. Inicialmente as
bactérias foram reativadas em meio Agar nutriente e submetidas a estufa bacteriolégica a uma
temperatura de 28 °C por um periodo de 48 horas. Ap0s a reativacdo das bactérias, as mesmas
foram submetidas a testes no aparelho. Aproximadamente duas al¢as de cada bactéria foram
inseridas a cada tubo de colorimetro e em seguida foi registrada a absorbancia presente em
cada amostra. Apos esta etapa, realizou-se dois métodos diferentes de se inserir as bactérias



no meio de inducédo. Retirou-se 0,5 e 1 mL de cada amostra presente nos tubos de colorimetro
e inseriu no meio liquido de indug&o, igualmente descrito anteriormente. O meio de indugao
foi preparado da mesma forma como descrito anteriormente e submetido a estufa
bacterioldgica por um periodo de 24 horas.

A caracterizacdo da secrecdo de lipases foi realizada em meio sélido de caracterizagéo.
As placas foram incubadas a 28°C e verificou-se a formagédo de halos em transiluminador de
luz ultra-violeta a 365 nm ap0s 24, 48 e 72 horas de reacéo.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Resultados obtidos pela metodologia 1 — Actinobactérias

Apos realizar o procedimento inicial, deteccdo de enzimas hidroliticas pelo método
Cup Plate, para todas as actinobactérias selecionadas (FS 23, FS 27, MC 27, MC 30, FS
21, FS 26, FS 35, FS 37, MC 43 e MC 37), verificou-se que ndo houve a formacao de halos
de inibicdo, ou seja, de acordo com a metodologia utilizada ndo foi detectada a secrecdo de
enzimas (lipases) por parte dos micro-organismos. A Figura 1 demonstra uma placa de
caracterizacdo sem a presenca de halos de inibicéo.
/

V

- AN

Figura 1: Placa de caracterizacdo das actinobactérias FS35 e MC43 sem a presenca de halos de inibicgo.

de inibicao.
Desta forma, como ndo foi identificada a presenca de lipases através da reacdo de
hidrolise. As actinobactérias ndo foram submetidas a reacdes de esterificacdo.

Uma possivel hipotese para a ndo deteccdo de enzimas (lipases) nos testes pode ser
atribuida a que as actinobactérias ja estavam desgastadas, por ter sido submetidas a varias
reativacdes, o que diminui sua atividade catalitica frente as reacGes de estudo.

Novos testes devem ser realizados com cepas novas de actinobactérias com o intuito
de se obter a secrecdo enzimatica de lipases, para que desta forma a reacdo de esterificacdo
seja realizada e comparada a atividade das diferentes actinobactérias para este tipo de reacéo.

Resultados obtidos pela metodologia 2 — Bactérias

Neste experimento observou-se que nenhuma bactéria apresentou secre¢do enzimatica,
ou seja, secrecdo de lipases pela metodologia do Cup Plate adotada. Este fato pode ser
explicado pela saturacdo de secrecdo de enzimas por parte dos micro-organismos, devido a
nédo condigdes favoraveis do meio.

Resultados obtidos pela metodologia 3 — Bactérias

Neste outro experimento observou-se que as bactérias identificadas como 29, 248 e
110 ndo apresentaram secrecdo enzimaética, ou seja, secrecdo de lipases pela metodologia do
Cup Plate adotada. Este fato pode ser explicado pela saturacdo de secrecdo de enzimas por
parte dos micro-organismos, devido a ndo condicdes favoraveis do meio.



No procedimento em que foi utilizado o colorimetro (o aparelho foi calibrado com o
comprimento de onda de 580 nm). E de se esperar de acordo com a literatura que para as
bactérias as absorbancias fiqguem em valores na faixa de 0,08 a 0,10. A Tabela 1 apresenta 0s
valores das absorbancias registrados para as bactérias estudadas.

Tabela 1: Bactérias e seus respectivos valores de absorbancias.

Identificacdo da bactéria Absorbancias
29 0,10
248 0,09
110 0,09

Nesta metodologia também sé foi observado o crescimento dos micro-organismos nas
placas de caracterizacdo, porém ndo foram detectados a secrecdo de lipases pelos mesmos,
pois nao foram visualizados mudancas de coloracéo nas placas de caracterizacdo ao redor do
ponto de aplicacdo dos micro-organismos.

De forma geral, todos os resultados obtidos reforcam a ideia da repeticdo destes testes
e realizacdo de testes com novos micro-organismos, pois permitird afirmar de forma mais
conclusiva se estes micro-organismos estudados apresentam ou ndo capacidade de atuarem
em reacOes organicas, como rea¢des de hidrolise e esterificacao.
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