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RESUMO

O processo de compostagem, no qual ocorre a degradacdo da matéria organica,
envolve a atividade de diversos microrganismos. Entre eles destacam-se 0s
actinomicetos que s&o bactérias Gram positivas filamentosas que apresentam um grande
potencial em produzir enzimas extracelulares. Sdo bactérias aerdbias amplamente
distribuidas no ambiente e conhecidas pela producdo de moléculas bioativas. A
aplicacdo de enzimas, particularmente lipases, vem se apresentando como uma
alternativa atrativa para hidrolise de o6leos e gorduras, principalmente quando
consideradas vantagens na obtencdo de produtos biodegradaveis e reducdo de residuos.
O presente trabalho tem por objetivos avaliar a atividade lipolitica de isolados de
actinomicetos obtidos no processo de compostagem frente a 6leos vegetais e biodiesel
metilico de soja (B100) em diferentes temperaturas de incubacdo bem como selecionar
potenciais produtores de lipases para posterior estudo de producdo e caracterizacao.
Foram empregados 20 actinomicetos isolados de processo de compostagem. Os isolados
foram cultivados em meio agar - amido - caseina através da técnica de microcultivo e
0s géneros identificados conforme a morfologia apresentada. A atividade da enzima
lipase foi avaliada, pela hidrélise dos diferentes dleos em diferentes temperaturas, e
observada sob luz ultravioleta com comprimento de onda de 350nm. Todos os isolados
apresentaram potencial lipolitico com a melhor atividade observada a temperatura de
50°C para o Oleo de girassol onde 14 isolados foram positivos. Os resultados
demonstraram que a atividade da enzima lipase depende da temperatura de incubagéo e
do tipo de substrato empregado. Os actinomicetos, especialmente os pertencentes aos
géneros Streptomyces e Nocardia, apresentam potencial biotecnol6gico, podendo estes

e/ou seus metabdlitos serem empregados em diferentes processos industriais.

Palavras-Chave: actinomicetos; atividade lipolitica; processos industriais;
compostagem.



ABSTRACT

The composting process, in which the degradation of organic matter occurs,
involves activity of various microorganisms. Among them, actinomycetes, which are
Gram positive filamentous bacteria that have potential to produce extracellular
enzymes, stand out. They are aerobic bacteria widely distributed in the environment and
known for the production of bioactive molecules. The application of enzymes,
particularly lipases, has being presented as an attractive alternative for the hydrolysis of
oils and fats, especially when considering advantages in the obtaining of biodegradable
products and waste reduction. This study aims to evaluate the lipolytic activity of
actinomycete isolates obtained in the composting process regarding vegetable oils and
soybean biodiesel methyl and different incubation temperatures as well as to select
potential producers of lipases for further study of the production and characterization.
Twenty actinomycetes isolated from the composting process were employed. The
activity of lipase enzyme was evaluated by hydrolysis of different oils at different
temperatures and observed under UV light at length of 350nm. The isolates were
cultured in ACA medium using the microculture technique and the genera identified
according to the presented morphology. All isolates showed potential with the best
lipolytic activity observed at a temperature of 50 ° C for sunflower oil where 14 isolates
were positive. The results showed that the activity of the lipase enzyme depends on the
incubation temperature and on the type of oil substrate employed. Actinomycetes,
especially those belonging to the genus Streptomyces and Nocardia have
biotechnological potential, can its metabolites are employed in different industrial

processes.

Keywords: actinomycetes; lipolytic activity; industrial processes; composting.



INTRODUCAO

A producdo de residuos sélidos em grandes cidades por acdo de atividades
relacionadas a industria, a0 comércio e a agricultura causa diversos problemas no
ambiente (Rodrigues, 2006). Formas de conscientizacdo da populacdo relacionadas com
0 descarte correto ou o reaproveitamento de residuos reduzem a quantidade de residuos
solidos e podem solucionar um problema de interesse publico.

Uma forma alternativa para o tratamento de residuo organico é o processo de
compostagem, que proporciona uma utilidade aos compostos organicos, que sdo
transformados pelos microrganismos em um produto semelhante ao himus podendo ser
usado como fertilizante nos solos (Kahlil et al., 2001). Os compostos organicos mais
simples como monossacarideos, amido e lipideos sdo 0s primeiros a serem
metabolizados pelos microrganismos, posteriormente ocorrendo a degradacdo de
moléculas mais complexas. Para tanto, h4 necessidade de utilizagdo de uma diversidade
de enzimas produzidas pelos microrganismos no processo (Tuomela et al., 2000).

Os actinomicetos sdo bactérias aerébias Gram positivas filamentosas que
apresentam alto contetdo de guanina e citosina em seu genoma (Hirsch & Christensen,
1983; McCarthy & Willians, 1992). Sua morfologia assemelha-se a dos fungos
filamentosos, porém seus filamentos sdo mais delgados e ndo apresentam as mesmas
caracteristicas das hifas dos fungos.

Os actinomicetos podem ser encontrados em diversos ambientes naturais, como
na agua, plantas em decomposicao, nddulos de raizes de plantas, sedimentos, fezes de
animais e também no lodo ativado e em produtos alimenticios, mas sdo encontrados
principalmente no solo (McCarthy & Willians, 1992). Segundo Kennedy (1999), 30%
da populacdo total de microrganismos no solo é correspondente a actinomicetos. Uma
caracteristica marcante destes microrganismos € a producéo de enzimas extracelulares,
que degradam macromoléculas complexas encontradas no solo, além de sintetizar e
excretar metabolitos, como antibidticos, geosmina - que da o odor caracteristico a terra
molhada - entre outros (Moreira & Siqueira, 2006). Dentre as enzimas podemos

encontrar lipases, proteases, celulases, xilanases, amilases, quitinases e pectinases, que



apresentam potencial para aplicacdo em diferentes processos na industria sendo ela
téxtil, de alimentos, de detergentes, de papel e polpa, farmacéutica, entre outras. As
enzimas produzidas por estas bactérias apresentam uma grande estabilidade em
diferentes faixas de pH e temperatura, tornando-as importantes em diferentes processos
industriais. O género Streptomyces destaca-se entre 0s actinomicetos pela capacidade de
produzir uma grande variedade de enzimas com aplicagéo industrial (Padilha, 1998).

Para que uma enzima possa ser utilizada comercialmente ela deve oferecer
varias vantagens como: qualidade superior aos produtos utilizados, melhoria do
processo, tornando possivel assim um menor custo nos laboratérios e maquinarias
utilizadas (Lima et al., 2001). A aplicacdo de enzimas, particularmente lipases
(triacilglicerolacil - hidrolases, E.C. 3.1.1.3), vem se apresentando como uma alternativa
atrativa para hidrolise de dleos e gorduras, principalmente quando sdo consideradas
algumas vantagens como obter produtos biodegradaveis e reduzir a quantidade de
residuos (Castro et al., 2004).

Lipases sdo enzimas que catalisam a hidrolise de triacilglicerol a diacilglicerol,
monoacilglicerol, acidos graxos e glicerol na interface entre a fase aquosa e lipidica.
Sdo comumente encontradas na natureza, podendo ser obtidas a partir de fontes animais,
vegetais e microbianas com variaces em suas propriedades cataliticas (Mukherjee &
Hills, 1994).

Microrganismos produtores de lipases tém sido isolados de diversos habitats
como solos (El-Shafei & Rezkallah, 1997; Fang et al., 2006), solos contaminados por
6leos (Lima et al., 2004), efluentes industriais (Kumar et al., 2005), ambientes quentes
(Sharma et al., 2002), pilhas de compostagem, diques de carvao e fontes termais (Wang
et al., 1995). Entre eles destacam-se as bactérias (Jaeger et al., 1999), os fungos
filamentosos (Elibol & Ozer, 2002), as leveduras (Muralidhar et al., 2001) e os
actinomicetos (Sztajer et al., 1988).

Segundo Gupta et al. (2004) a producgéo de lipase € influenciada pelo tipo e
fonte de carbono disponivel, pela fonte de nitrogénio, pelo pH do meio e pela
temperatura de crescimento dos microrganismos.

Em funcdo do baixo rendimento do processo fermentativo, as lipases
microbianas tinham também um custo bastante elevado quando comparado com outras
hidrolases, como proteases e carboxilases. Recentes avancos registrados na tecnologia

do DNA tém permitido aos fabricantes de enzimas colocarem no mercado lipases



microbianas com atividade bem elevada, a um custo bem mais acessivel (Castro et al.,
2004).

E visivel que as lipases vém conquistando uma faixa crescente no mercado de
enzimas industriais (Castro et al., 2004). Este grupo de enzimas possui aplicacdes no
processamento quimico organico, na formulagdo de detergentes, na sintese de
biosurfactantes, na industria oleoquimica, agroquimica e de laticinios, na manufatura do
papel, na nutricdo, em cosmeticos e na industria farmacéutica (Liese et al., 2000). Elas
aceleram a degradacdo de residuos gordurosos (Masse et al., 2001) além de
apresentarem importancia no processo de biorremediacdo (Hasan et al., 2006). Devido
aos inumeros acidentes de derramamento de 6leo causados durante o seu transporte em
2010 - segundo registros da FEPAM - o estudo de microrganismos capazes de degradar
o0 biodiesel, é importante, pois torna viavel o emprego destes na biorremediacdo do solo
evitando danos mais graves ao ambiente.

A aplicagdo de lipases tem sido também preconizada na degradacao bioldgica e
remocdo de carga lipolitica de efluentes industriais gerados em frigorificos,
abatedouros, laticinios e industrias de alimentos. Estas industrias produzem um elevado
teor de residuos, com odores desagradaveis, que prejudicam intrinseca e
extrinsecamente as unidades industriais (Vieira et al., 2004). As razGes do enorme
potencial biotecnolégico dessa enzima incluem fatos relacionados com sua alta
estabilidade em solventes organicos, em ndo requererem a presenca de co-fatores e em
possuirem uma ampla especificidade pelo substrato (Castro et al., 2004).

Lipases sdo usualmente estaveis em solucBGes aquosas neutras a temperatura
ambiente, apresentando, em sua maioria, uma atividade étima na faixa de 30 e 40°C.
Contudo, sua termoestabilidade varia consideravelmente em funcéo da origem, sendo as
lipases microbianas as que possuem maior estabilidade térmica (Castro et al., 2004).

Considerando o potencial biotecnolégico dos actinomicetos e as aplicacdes das
lipases em diferentes processos, 0 presente trabalho tem por objetivo avaliar a atividade
lipolitica de isolados de actinomicetos provenientes de processo de compostagem sob
diferentes temperaturas de incubacdo e 6leos vegetais; identificar os isolados em nivel
de género, bem como selecionar potenciais produtores de lipases para posterior estudo

de producéo e caracterizacao.



MATERIAIS E METODOS

Coleta dos Microorganismos

Os actinomicetos foram isolados de uma leira de compostagem (temperatura
média da leira de 60°C) na Unidade de Triagem e Compostagem (UTC) de Residuos
solidos do Departamento Municipal de Limpeza Urbana (DMLU), no Municipio de
Porto Alegre, RS (2009).

Isolamento e armazenamento

Aliquotas de 100uL dos actinomicetos armazenados em glicerol foram
semeadas em placas contendo o meio de cultivo agar amido caseina (ACA - amido 1%,
caseina 0,03%, KNOs 0,2%, NaCl 0,2%, K2HPO4 0,2%, MgS0O4 0,005%, FeSO4 0,001%,
CaCOs 0,002% e agar 1,5%) através da técnica de espalhamento em superficie com o
auxilio de uma alca de Drigalsky. A incubacdo ocorreu a uma temperatura de 30°C por
no minimo sete dias, e posteriormente os isolados (Fig. 1) foram esgotados em placa
para verificacdo da pureza das colonias e entdo mantidos em ACA inclinado. Os
isolados foram mantidos sob refrigeracdo para posterior utilizagdo em estudos de

atividade enzimatica.

Fonte: Mariana Duarte

Figura 1. Isolamento dos actinomicetos em
meio ACA.



Avaliacao da atividade lipolitica

Dos 35 actinomicetos testados, 20 apresentaram crescimento significativo, ou
seja, livre de contaminacdo no periodo de 14 dias a 30°C em ACA, sendo assim
escolhidos para o estudo de producao enzimatica.

A atividade lipolitica foi observada ap0s o crescimento dos microrganismos em
meio de cultura contendo peptona 0,5%, extrato de levedura 0,1%, NaCl 0,4%, agar 1%
e solucéo de rodamina B 0,1% modificado de Kouker & Jaeger (1987). O meio para
analise da atividade enzimética foi previamente autoclavado e resfriado a uma
temperatura de 60°C para adicdo dos Oleos vegetais (oliva, gergelim, girassol) e
biodiesel metilico de soja - B100. Os 6leos foram esterilizados individualmente, por
filtracdo, em um sistema de membrana de 0,22um com bomba de vacuo e
posteriormente adicionados no meio de cultura, a uma concentracdo de 2,5%. Os
isolados foram inoculados em placas de Petri na forma de picada, sendo as placas
incubadas nas temperaturas de 30, 40 e 50 °C com os tempos de incubacdo variando
entre 5 e 21 dias conforme o substrato, sendo que todas as placas ocorreram na forma de
duplicata.

A hidrdlise dos diferentes 6leos foi observada sob luz UV com comprimento de
onda de 350nm. Foram visualizados halos de cor alaranjada ao redor e/ou sobre 0s
actinomicetos que foram capazes de produzir a enzima devido a presenca de rodamina
B no meio de cultura, que emite fluorescéncia laranja na presenca de acidos graxos

resultantes da hidrolise.

Identificagéo dos actinomicetos isolados

A diferenciacdo em nivel de género foi realizada através da anélise
morfolégica microscopica das colénias, que possibilita a visualizacdo de micélio sob o
substrato, micelio aéreo, arranjo e cadeia de esporos, assim como, a presenca ou ndo de
esporéngio através da técnica de microcultivo conforme Holt et al. (1989). Para
realizacdo do microcultivo foram utilizadas placas de Petri previamente esterilizadas ja
contendo uma lamina, 2 palitos de madeira para sustentacdo da Iamina e um pedaco de

algoddo na extremidade da placa. ApoOs a esterilizagdo e secagem do material, foi



adicionado 1 mL de ACA por lamina e 2 isolados foram inoculados, em extremidades
diferentes, com uma agulha estéril tracando uma linha transversal sobre o meio de
cultura. As placas foram incubadas em estufa de 30°C por no minimo 5 dias e a analise
do desenvolvimento de micélio aéreo realizada de 2 em 2 dias com adi¢cdo de agua
estéril para manutencdo da umidade do ambiente (Fig. 2). A observacdo das
caracteristicas foi realizada em microscopio éptico com aumento de 400X.

Figura 2. Técnica do microcultivo (Holt et al., 1989).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os isolados de actinomicetos empregados neste estudo apresentaram
atividade lipolitica, variando conforme o substrato e a temperatura de incubacdo. Para
as trés temperaturas analisadas, perante os diferentes substratos, a melhor atividade
enzimatica observada foi a 50°C sendo o 0Oleo de girassol o substrato mais degradado
(70% dos isolados com atividade). A medida que a temperatura de incubacio aumentou,
a atividade enzimatica dos isolados, em média, também aumentou.

A identificacdo através das observacOes das caracteristicas morfologicas dos
actinomicetos pela técnica do microcultivo possibilitou a classificagdo em nivel de
género. Ocorreu 0 predominio do género Nocardia (Fig. 3), com 55% (n=11) dos
isolados. Os demais foram identificados como Streptomyces (Fig. 3) com 40% (n=8) e

Streptosporangium (Fig. 4) com 5% (n=1) dos representantes. Segundo Tuomela et al.



(2000), os géneros de actinomicetos predominantemente em compostagem de residuos
solidos urbanos incluem Nocardia, Streptomyces, Thermoactinomyces e
Micromonospora. Deve-se levar em consideracdo que a prevaléncia do género Nocardia
nas amostras de compostagem avaliadas pode ser resultado da escolha randémica das
coldnias na placa. No entanto, Nocardia € um microrganismo comumente encontrado
em processo de compostagem. Além disso, a composteira de onde as coletas foram
realizadas continha lodo ativado de uma estacéo de esgoto outro fator que pode alterar a

composicao predominante de microrganismos na leira.

Figura 3. Micélio aéreo dos géneros Streptomyces e Nocardia respectivamente
(aumento de 400X).



Figura 4. Género Streptosporangium
(aumento de 400X).

Dos substratos testados, o biodiesel (B100) foi hidrolisado por 65% dos
isolados nos ensaios a temperatura de 40°C, por 45% a 30°C e por somente 20% a
50°C. Para o substrato 6leo de gergelim (Fig. 6), ndo ocorreu diferenca significativa
quanto as temperaturas de 30 e 50°C, onde 50% dos isolados foram positivos para a
atividade lipolitica. Por sua vez, foi observado que, nos ensaios com 6leo de girassol
(Fig. 5), os melhores resultados foram observados a temperatura de 50°C, assim como
para o 6leo de oliva.

Lee et al.(1999), encontraram a bactéria termofilica Bacillus thermoleovorans,
isolada de fontes de agua quente na Indonésia, com atividade de lipase extracelular e
altas taxas de crescimento sobre substratos de lipideos em temperaturas elevadas e
melhor atividade a 50°C. Resultados similares foram encontrados por Sidhu et al.
(1998), que extrairam a enzima extracelular de Bacillus sp com melhor atividade a
50°C. Conforme relatado por Abramic et al. (1999), a lipase extracelular isolada de

Streptomyces rimosus é mais ativa em temperaturas em torno de 50 e 60°C.



Os resultados demonstram que a atividade lipolitica é dependente da
temperatura de incubacdo e do tipo de substrato empregado. As enzimas apresentam
especificidade quanto ao substrato e, por isso, ha diferenca nas atividades conforme o
6leo empregado, ja que cada um tem composicdo propria de triacilglicerdis (Gao et
al.,1995; Nthangeni, 2001; Edem, 2002) e no caso do biodiesel de ésteres de &cidos
graxos. Entre todos os oOleos testados, apenas o o6leo de oliva contém elevada
porcentagem em 4acido oléico (63%), substrato preferencial das lipases (Vieira et al.,
2005; Gordilho et al., 1998).

Este estudo mostrou que a influéncia da composi¢do da cadeia carbonica rica
em acido oléico ndo foi a mais significativa, ja que a melhor atividade lipolitica, em um
geral, foi observada foi para o éleo de girassol (70%) a 50°C, sendo este rico em acido
linoléico (Edem, 2002), assim como o biodiesel, que teve uma significativa degradacéo.
A composicdo destes 6leos pode ter influenciado a producdo da enzima, ja que suas
cadeias carbonicas sdo longas e, segundo Nthangeni et al. (2001), o melhor substrato
para a atividade de lipases. Em um estudo conduzido por Haba et al. (2000), a maior
atividade lipolitica, em relacdo as bactérias Staphylococcus aureus e Acinetobacter
calcoaceticus foi encontrada quando estas foram incubadas no substrato 6leo de girassol
comparando-as com a incubacdo em 6leo de oliva.. O biodiesel de soja (B100), rico em
acidos graxos insaturados, principalmente o acido linoléico (C18: 2) (53%), por
apresentar cadeia carbdnica longa, é mais facilmente degradado (Domingos et al.,2007)
por microrganismos produtores de lipase.



Figura 5. Hidrolise do 6leo de girassol a 30°C. Isolado 393
apresentou atividade lipolitica no 6° dia de incubacéo.
Atividade lipolitica representada pelo halo fluorescente em
torno da col6nia (apontado pela seta).

Figura 6. Hidrolise do 6leo de gergelim a 40°C. Isolados 314 e 393,
respectivamente, apresentaram atividade lipolitica no 5° dia de incubacéo
representada pelo halo fluorescente em torno das coldnias (apontado pelas setas).



Espera-se que microrganismos termotolerantes produzam enzimas
extracelulares capazes de tolerar uma temperatura correspondente, no minimo, aquela
Otima para seu crescimento, ou seja, acima de 45°C. Estudos com enzimas de termofilos
tém mostrado que essa relacdo é verdadeira, estimulando o isolamento destas novas
linhagens, assim como a caracterizacdo das enzimas produzidas e o entendimento dos

fatores que levam a sua termoestabilidade (Gomes et al., 2006) .
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Figura 7. Porcentagem de isolados positivos para atividade lipolitica em diferentes

substratos e diferentes temperaturas.

A estabilidade térmica é uma caracteristica desejavel das lipases (Janssen et al.,
1994). Sagiroglu & Arabaci (2005) estudaram as propriedades fisico-quimicas de
lipases purificadas a partir do 6leo de sementes de girassol e observaram que a
estabilidade da enzima e a atividade lipolitica ocorreram nas temperaturas entre 35 e
50°C.



Tabela 1: Atividade lipolitica por diferentes isolados oriundos de processo de

compostagem frente a diferentes temperaturas e dleos vegetais.

N° BIODIESEL GERGELIM GIRASSOL OLIVA
isolado  300c  40°C  50°C  30°C  40°C 50°C 30°C 40°C 50°C 30°C 40°C 50°C

113 (S) + + + + + +
186 (S) +

192 (S) + + + + +
243 (N) +

244 (N) + + + +
249 (S) + + + + + +

251 (S)

255 (N)

314 (S)

315 (N)

319 (N)

321 (N)

322 (S) +
324 (N)

332(SG)
390 (N)

393 (N)

396 (S)

399 (N)

400 (N) + + + + + + +

+ +

+ + + 4+ +
+
+ + + + +

+ + + + +
+

+ + + 4+

Géneros: N: Nocardia; S: Streptomyces; SG: Streptosporangium



Dentre os 20 isolados positivos para atividade lipolitica, nenhum
apresentou 100% de eficécia, ou seja, foi positivo a0 mesmo tempo para todas as
temperaturas e 6leos. O isolado 249, identificado como Streptomyces, foi o que
apresentou a melhor atividade por degradar todos os 6leos (alguns deles em mais de
uma temperatura) (Tabela 1). Ja o isolado 400, identificado como pertencente ao género
Nocardia destacou-se por degradar os 4 6leos na temperatura de 50°C. Os isolados 251
e 255, identificados como Streptomyces e Nocardia respectivamente, foram os que
apresentaram menor atividade, conforme apresenta a Tabela 1. A versatilidade das
lipases em catalisar diferentes tipos de reacdes, associadas com suas especificidades,
confere a elas um grande potencial, possibilitando uma vasta aplica¢do (Gandhi, 1997;
Sharma et al., 2001; Enujiugha et al., 2004; Hasan et al., 2006; Parques et al., 2006;
Freire & Castilho, 2008; Yesiloglu & Baskurt, 2008)

CONCLUSOES

Todos os isolados de actinomicetos, especialmente os pertencentes aos géneros
Streptomyces e Nocardia, apresentaram atividade lipolitica e degradaram diversos
substratos em diferentes temperaturas apresentando assim um potencial biotecnoldgico,
podendo estes e/ou seus metabolitos serem empregados em diferentes processos

industriais.

PERSPECTIVA

Como perspectiva, sera realizada uma andlise qualitativa da atividade da
enzima e, por conseguinte, a selecdo dos actinomicetos com melhor potencial lipolitico.
Além disso, pretende-se otimizar o cultivo e a producdo de lipase e proceder a sua

caracterizacao.
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