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RESUMO

O manguezal constitui um ambiente Unico, sendo um ecossistema costeiro de
transicdo entre os ambientes terrestre e marinho. Estudos sobre a comunidade
microbiana deste ecossistema s&o importantes e urgentes para a sua
manutencdo, uma vez que fungos e bactérias sdo extremamente importantes
para a redisponibilizacdo de nutrientes para o ambiente e podem representar
reservatorios genéticos para pesquisa e desenvolvimento de produtos
biotecnolégicos. A Baia Babitonga, localizada ao norte do Estado de Santa
Catarina, abriga a maior parte das florestas de manguezal da regido Sul do
Brasil e pouco se sabe sobre a sua comunidade microbiana. Este trabalho tem
como objetivo bioprospectar microrganismos com potencial de producédo de
lipases e biossurfactantes isolados de trés diferentes pontos do manguezal da
Baia Babitonga. Amostras do sedimento do manguezal foram inoculadas em
meio liquido Marine Broth contendo 6leo de soja como Unica fonte de carbono
para a ativacdo dos microrganismos. O isolamento dos microrganismos foi
realizado em placas de Petri contendo meios de cultivo seletivos para
identificacdo da producéo de lipase (Marine Broth adicionado do corante
Rodamina B) e biossurfactante (meio 4gar sangue). Os isolados positivos para
ambos os testes foram identificados pela morfologia e taxonomia (biologia
molecular) e cultivados em meio Marine Broth com 6leo de soja como fonte de
carbono para avaliacdo da cinética de crescimento celular por
espectrofotometria, producdo de biossurfactante (determinagdo da tensé&o
superficial (TS) em tensiébmetro interfacial e do indice de emulsificacao (IE)) e
da cinética de producdo de lipase utilizando para-Nitrofenil Palmitato (pNPP)
como substrato. Quatro isolados capazes de produzir ambos os metabdlitos
(lipase e biossurfactantes) foram identificados: Psychrobacter marincola,
Entereccocus casseliflavus, Bacillus pumilus e Enterobacteriaceae. Os isolados
P. marincola, E. casseliflavus e B. pumilus apresentaram concentracdo celular
maxima de 3,95 £ 0,08 g/L (72 h), 9,06 £ 0,99 g/L (72 h) e 3,44 £ 0,20 g/L (24
h), respectivamente. Em relacdo a producao de lipase, apenas Psychrobacter
marincola foi capaz de produzir a enzima, em 96 h de cultivo, ainda que de
forma bastante incipiente (0,0045 = 0,0001 U/mL). N&ao foi possivel detectar a

reducdo da tensao superficial do meio de cultivo como indicativo da producéao



de biossurfactantes por nenhum dos microrganismos testados. Somente B.
pumilus foi capaz de proporcionar um aumento de 24,26 % no IE em 72 h de
cultivo. No geral, os dados sugerem que o substrato e as condi¢cdes de cultivo
nao foram ideais para a producado de lipases e biossurfactantes, indicando que
novas pesquisas sdo necessérias. No entanto, descreve-se 0 primeiro estudo
cinético com Psychrobacter marincola, e o primeiro registro de Entereccocus

casseliflavus em manguezal.

Palavras — chave: Manguezal, Bioprospeccéo, Lipase, Biossurfactantes



ABSTRACT

A mangrove consists in a unique environment, a transitional coastal ecosystem
from terrestrial to marine system. Raised studies about that specific microbial
community ecosystem are important and urgent for its maintenance, since
bacteria and fungi are extremely important for nutrients reavailability of the
environment and may represent genetic reservoirs for the research and
biotechnological products development. Babitonga Bay, located in the North of
Santa Catarina State, shelters the most part of mangrove forest of the south
region and little is known about its microbial community. The objective of this
study is to bioprospect microorganisms able to produce lipases and
biosurfactants, isolated from three different locations of the mangrove of the
Baia Babitonga. Sediment samples were inoculated in Marine Broth liquid
medium containing soy oil as the only carbon source. The isolation of the
microorganisms was carried out in Petri dishes containing selective cultivation
medium for the identification of lipase production (Marine Broth added with
Rodamine B) and biosurfactant production (Blood Agar). The isolated
microorganisms that were positive for both of the tests were identified by
morphology and taxonomy (molecular biology) and cultivated in Marine Broth
medium with Soy oil as carbon source to the evaluation of the kinetics of cell
growth by spectrophotometry, biosurfactant production (superficial tensions
determination in interfacial tensiometer and emulsification index), and lipase
production using para-Nitrophenyl Palmitate (pNPP) as substract. Four isolated
able to produce lipase and biosurfactant were isolated: Psychrobacter
marincola, Entereccocus casseliflavus, Bacillus pumilus and
Enterobacteriaceae. The isolated P. marincola, E. casseliflavus e B. pumilus
showed maximun cell concentration of 3.95 + 0.08 g/L (72 h), 9.06 + 0.99 g/L
(72 h) and 3.44+0.20 g/L (24 h), respectively. Regarding lipase production, only
Psychrobacter marincola was able to produce the enzyme after 96 hours of
culture, although in an incipient way of 0.0045+0.0001 U/mL. It wasn’t possible
to identify superficial tension reduction of the cultivation medium as an
indicative of the biosurfactants production by none of the tested

microorganisms. Only B. pumilus was able to provide an improve of 24,26 % in



IE, in 72 hours of cultivation. In general, data suggest that the substrate and the
cultivation conditions were not ideal for the lipases and biosurfactants
production, indicating that new research is required. However, this is the first
study reporting a kinetic study with Psychrobacter marincola and the first

register of Entereccocus casseliflavus in mangrove area.

Keywords: Mangrove, Bioprospection, Lipase, Biosurfactants
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1. INTRODUCAO

O manguezal constitui um ambiente Gnico, sendo um ecossistema
costeiro de transicdo entre os ambientes terrestre e marinho, encontrado em
regides tropicais e subtropicais do planeta (SCHAEFFER-NOVELLI, 1995).
Devido ao rico ecossistema, sua localizacdo em importantes regifes
geograficas e a alta susceptibilidade a degradacdo, estudos sobre a
comunidade microbiana destes ambientes sao importantes e urgentes. A
comunidade microbiana é fundamental na manutencdo deste ecossistema,
participando ativamente da ciclagem de nutrientes por meio do processamento
da matéria orgéanica, suprindo nutricionalmente as plantas e animais que vivem
nos manguezais (FASANELLA, 2012).

O Estado de Santa Catarina possui 94 km? de manguezais (PANITZ,
1993). A Baia Babitonga, o maior complexo estuarino do litoral norte do Estado,
rodeado por florestas de mangue e importantes remanescentes da Mata
Atlantica e restinga, tornando-se um bercario para espécies de importancia
comercial e ecoldgica, como aves migratorias, répteis e mamiferos marinhos,
peixes, camarfes e moluscos (KNIE, 2002; IBAMA 1998; SILVA, 2001,
CONSEMA/002, 2011; GERHARDINGER et al.,, 2006; MUNIZ; CUNHA
CHAVES, 2008; SOUZA-CONCEICAO et al., 2013).

Situada numa localizacao geogréfica privilegiada, a Baia Babitonga esta
na lista de Areas prioritarias para conservacgéo, uso sustentavel e reparticdo de
beneficios da biodiversidade brasileira, elaborada pelo Ministério do Meio
Ambiente desde 2007 (CREMER; MORALES; OLIVEIRA, 2006). A regido sofre
com a pressdo antropica, e estima-se no seu entorno 50 mil pessoas (IBGE,
2017), sobrecarregando o ecoturismo, a atividade portuaria, imobiliaria e a
pesqueira.

Nesse ambiente, existem poucos estudos sobre a microbiota local e
sobre o0s possiveis impactos das acbes antrOpicas sobre ela. Os
microrganismos de origem marinha possuem grande potencial biotecnoldgico e
a identificacdo destes permite explorar produtos valiosos geneticamente e com
possiveis propriedades bioquimicas, com aplicagdes na industria farmacéutica,
na agroquimica, na industria de cosmeéticos, de aromas e fragrancias e na
producédo de enzimas industriais (ARTUSO, 2002; REID et al., 1993).
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Dentre as enzimas industriais, podemos citar as lipases microbianas que
atuam na interface agua-6leo hidrolisando lipideos e hidrocarbonetos, néo
estando sujeitas as limitacdes de producdo ou de suprimento, como as de
origem vegetal ou animal (BENASSI et al.,, 2012; MACHADO, 2011). Um
estudo de reviséo recente realizado por Choudhury; Bhunia (2015) define as
lipases microbianas como o grupo mais importante de biocatalisadores para
aplicacdes industriais, sendo utilizadas nas industrias de 6leos e gorduras,
detergentes, processamento de alimentos, desenvolvimento de sabor, médica
e farmacéutica, polpa e papel, biosensores, cosméticos, perfumaria e biodiesel.

Outro metabdlito microbiano que vem se destacando nas pesquisas
cientificas é o biossurfactante. O termo surfactante (SURFace ACTive
AgeNTS) inclui uma grande variedade de compostos sintéticos ou biologicos
cuja principal caracteristica é ser anfifilico (hidrofébico e hidrofilico), permitindo
sua existéncia na interface entre substancias polares e apolares. Os
biossurfactantes sdo assim denominados por serem produzidos por
organismos Vvivos, principalmente por microrganismos (SATPUTE; PLAZA;
BANPURKAR, 2017). O interesse mundial nos biossurfactantes cresceu
significativamente nos anos recentes, com um mercado avaliado em 3,99
bilhdes de ddlares em 2016 e projetado para alcancar 5,52 bilhdes em 2022
(MARKETS; MARKETS, 2015). O interesse nos biossurfactantes se da em
fungéo, principalmente, da habilidade destas moléculas em mitigar a maioria
dos impactos dos surfactantes quimicos, aliada a uma grande variedade de
aplicac6es tais como biorremediacdo de agua e solos, limpeza de reservatorios
de Oleos, aplicacbes terapéuticas como antimicrobianos, antivirais e
antitumorais, uso na formulacdo de herbicidas e pesticidas, emulsificante na
indastria de alimentos, bem como aplicac6es na industria de tintas, papel e
téxtil (NITSCHKE; PASTORE, 2002).

Considerando a vasta diversidade microbiana que pode ser encontrada
em um ecossistema pouco explorado como o manguezal da Baia Babitonga
em Santa Catarina, despontando como uma valiosa fonte de novos
microrganismos e biomoléculas, este trabalho foi realizado de modo a contribuir

para o conhecimento da microbiota marinha desse tipo de ecossistema.

15



1.1 OBJETIVO GERAL

Prospectar microrganismos com potencial de producdo de lipases e
biossurfactantes isolados de diferentes pontos do manguezal da Baia

Babitonga.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

I- Isolar microrganismos de trés diferentes pontos do manguezal da Baia
Babitonga;

II- Identificar, dentre os isolados, 0s microrganismos potencialmente
produtores de lipases e biossurfactantes;

[ll- Avaliar a producgéo de lipases e biossurfactantes dos microrganismos

isolados.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 O ambiente manguezal

O manguezal consiste de um ecossistema costeiro, de transi¢cao entre os
ambientes terrestre e marinho, caracteristico de regibes tropicais e
subtropicais, sujeito ao regime de marés (SCHAEFFER-NOVELLI, 1995). A
distribuicdo geografica dos manguezais esta relacionada aos locais que
favorecem a deposicdo de sedimento, normalmente associados as planicies
costeiras de baixa declividade ou vales fluviais alagados. Sua distribuicéo
cobre de 60 a 75% da linha costeira mundial (VANNUCCI, 1999).

No Brasil, segundo Gamero (2001), tal ecossistema ocorre ao longo do
litoral, desde o Cabo Orange, Amapda, até o municipio de Laguna em Santa
Catarina, abrangendo uma area de 25.000 km2. O Brasil, a Indonésia e a
Australia sdo os paises mais abundantes em ecossistemas de manguezal,
cobrindo 400.000 hectares (HOLGUIN; VAZQUEZ; BASHAN, 2001).

O Estado de Santa Catarina possui 94,67 km? de seu territério ocupados
por manguezais (PANITZ, 1993). Na Baia Babitonga possui uma vegetacdo
nativa tipica de manguezais, correspondendo a 75 % do total deste
ecossistema no estado, com area aproximada de 6.200ha (IBAMA,1998), onde
compde o maior complexo estuarino do litoral de Santa Catarina e seu entorno
é rodeado por florestas de mangue e importantes remanescentes de Mata
Atlantica e restinga (KNIE, 2002).

Na sua estrutura biologica, a vegetacdo do manguezal da Baia
Babitonga hospeda exclusivamente Laguncularia racemosa, Avicennia
schaueriana e Rhizophora mangle (SILVA, 2001). Na produtividade biologica
animal o estuario é destino de aves migratérias nearticas, além de espécies
ameacgadas de extingdo como a toninha (Pontoporia blainvillei), a tartaruga-
verde (Chelonia mydas) e o boto-cinza (Sotallia guinensis) (CONSEMA/002,
2011).

O estuario sustenta a atividade pesqueira local que realiza a captura de
camardoes (Farfantepenaeus paulensis, Farfantepenaeus brasiliensis e
Litopenaeus schimitti), caranguejos (Ucides cordatus), peixes, sendo também
uma area propicia para o cultivo de moluscos (GERHARDINGER et al., 2006;
MUNIZ; CUNHA CHAVES, 2008; SOUZA-CONCEICAO et al., 2013).
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Segundo o Ministério do Meio Ambiente em 2007, a regido é candidata a
criagdo de uma area protegida de uso sustentavel, devido ao crescente
estimulo ao ecoturismo na regido, a forca da tradicional pesca artesanal, ainda
presente, e a preservacao das espécies de importancia comercial e ecoldgica.
Além disso, a pressdo antropica sobre a baia, como a atividade portuaria, a
pesqueira e 0 processo de assoreamento impulsionado pelo aporte de
sedimentos provenientes da bacia hidrografica dos rios Cubatdo e Cachoeira,
levaram a area a ser incluida na lista de Areas prioritarias para conservacao,
uso sustentavel e reparticdo de beneficios da biodiversidade brasileira,
(CREMER; MORALES; OLIVEIRA, 2006).

Na estrutura fisico—quimica, a agua existente nos manguezais é
constituida por uma mistura do escoamento superficial das aguas da chuva,
rios e da agua do mar (VANNUCCI, 1999). Em relacdo ao solo do manguezal,
conforme pode ser visto na Figura 1, nos sedimentos ha predominancia das
fracbes mais finas (argila e silte). Elevadas quantidades de matéria organica
provindas da serapilheira e de sais solUveis em decorréncia do contato com o
mar, se depositam aproximadamente na mesma taxa que as particulas de
argila, tendendo a se depositarem juntas. E a partir da saturacéo pela agua, 0s
solos sdo de cores acinzentadas a pretas, com presenca de sulfeto de
hidrogénio (H,S) podendo atingir varios metros de profundidade (PRADA-
GAMERO; VIDAL-TORRADO; FERREIRA, 2004; SCHAEFFER-NOVELLI,
1995).

O tipo de sedimento, especialmente o tamanho dos graos, € um dos
fatores mais importantes que afetam as comunidades dos fungos e bactérias
dos fundos moles, uma vez que afeta a quantidade de oxigénio disponivel e a
agua intersticial. O tamanho do gréo e o grau de seletividade afetam fortemente
qguao poroso é um sedimento, por exemplo a circulacdo da agua através de
sedimentos finos, é extremamente restrita, limitando o suprimento de oxigénio
para esse micro — habitat entre os gréos, ocorrendo a seletividade das
comunidades microbiolégicas (Figura 1) (CASTRO; HUBER, 2012).
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Figura 1. Imagem ilustrativa da classificagdo do sedimento de acordo com o tamanho das
particulas. A selecéo refere-se a uniformidade do tamanho do grdo em relacédo a circulagdo da
agua intersticial. Fonte: CASTRO; HUBER (2012).

Este ambiente desempenha um papel essencial na manutencdo da
biodiversidade marinha (CURY, 2002). A disponibilidade de nutrientes no inicio
da cadeia trofica ocorre pela atividade microbiana, principal via de ciclagem de
nutrientes do manguezal, formando a base da cadeia alimentar da flora e fauna
deste sistema, atuando na decomposicdo da matéria organica e de outros
compostos (HANSON; HANSON, 1996; HOLGUIN; VAZQUEZ; BASHAN,
2001). As bactérias e fungos constituem 91% da biomassa dos sedimentos de
manguezais (ALONGI, 1988). A biomassa varia de acordo com o tipo de

sedimento, sendo quantidades maiores vistas em regifes litoraneas rasas,
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diminuindo rapidamente com a profundidade (GHIZELINI; MENDONCA-
HAGLER; MACRAE, 2012).

Devido as suas caracteristicas peculiares, os sedimentos de manguezais
possuem uma transicdo da zona aerObica para anaerébica. Outras
caracteristicas sdo as temperaturas elevadas, os altos niveis de salinidade, o
alto pH, altos niveis de matéria organica e baixa aeracdo e umidade. Essa
combinacéo proporciona infinitas condi¢cdes de nichos extremamente pequenos
com a presenca de associacdo entre as comunidades (GHIZELINI;
MENDONCA-HAGLER; MACRAE, 2012). O estudo sobre a ocorréncia e a
distribuicdo dos microrganismos ao longo da profundidade, combinado com a
atividade metabdlica pode auxiliar a elucidar a forma como esses
microrganismos lidam com esses desafios especificos (RAVENSCHLAG et al.,
2000; DIAS et al., 2009). Devido a estas caracteristicas, € encontrada uma
gama extremamente diversificada de bactérias, comunidade procaridtica
complexa, muito parecida com a encontrada em agua do mar (maioria rara ou
até ausente na agua). As comunidades séo classificadas por diversos grupos
de acordo com a morfologia, sequéncia genética e bioquimica, ocorrendo as
trés principais Gammaproteobacteria, Betaproteobacteria e
Alphaproteobacteria, seguidas dos demais grupos Firmicutes, Actinobacteria e
Bactérias verdes nao sulfurosas. As (gama e beta) proteobacterias sao os filos
bacterianos dominantes da superficie do sedimento (0-5 cm), correspondendo
a mais de 50 % da biomassa microbiana, sendo associadas a varios processos
redutores de enxofre (GONZALEZ; MORAN, 1997; RAVENSCHLAG et al.,
1999, 200; RAPPE; KEMP; GIOVANNONI, 1997; CAMPBELL et al., 2001,
ETTOUMI et al., 2010; BOWMAN; MCCAMMON; DANN, 2005). A importancia
ecolégica potencial destes grupos é discutida em relacdo a sua abundancia,
distribuicdo e a possivel ocorréncia de formas simbiodticas e de vida livre
(RAVENSCHLAG; SAHM; AMANN, 2001).

Por serem extremamente importantes para a redisponibilizacdo de
nutrientes para o ambiente, promovendo a reducdo do sulfato, principal
processo bacteriano em sedimentos marinhos, e atuando em até 50 % do ciclo
do carbono orgéanico, mais estudos sobre a comunidade bacteriana nos
manguezais sdo necessarios. Estas comunidades podem conter reservatorios

genéticos para a pesquisa e o0 desenvolvimento de produtos biotecnoldgicos,
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levando-se em conta que bactérias de diferentes grupos taxonémicos podem
compartilhar ou ter papéis funcionais semelhantes (MENEZES et al., 2010;
PEIXOTO et al., 2011; TAKETANI et al., 2010).

2.2 Bioprospeccéao

O artigo 7° da Medida Proviséria n® 2.186-16/2001 define bioprospeccao
como qualquer atividade exploratoria que visa identificar componente do
Patriménio genético e informacéo sobre conhecimento tradicional associado,
com potencial uso comercial.

Estudos de bioprospeccédo exploram e avaliam os materiais biolégicos
em busca de novos produtos valiosos geneticamente e com possiveis
propriedades bioquimicas para o uso em humanos. A aplicacdo dos produtos
biolégicos sdo explorados na industria farmacéutica, na agroquimica, de
cosmeéticos, de aromas e fragrancias, entre outras (ARTUSO, 2002; REID et
al., 1993).

Os investimentos do mercado competitivo na busca e desenvolvimento
de bioativos de exceléncia de producdo pode ser uma estratégia acertada no
gue tange a intensificacdo da conservacdo da biodiversidade natural, assim
como da comunidade local. Essa acdo pode fornecer acesso a fontes
adicionais de ajuda ao desenvolvimento (ARTUSO, 2002).

Por meio da bioprospeccdo, paises em desenvolvimento sé&o
confrontados com a oportunidade de ganho em moeda estrangeira, de forma
relativamente facil, e com isso tém a oportunidade de promover a conservacao
dos recursos bioquimicos de forma sustentavel (DHILLION et al., 2002). Estas
atividades serdo recorrentes, exigindo o desenvolvimento de produtos e
servicos diferenciados, harmonizados com o0s conhecimentos dos povos
indigenas e comunidades autéctones, alinhadas com pesquisas junto as
instituicdes de pesquisa (ARTUSO, 2002).

Em alguns paises, projetos de preservacdo ocorrem por meio da
bioprospeccdo, como no caso da Costa Rica. Em 1999, a empresa
farmacéutica Merck & Co e o Instituto Nacional de Biodiversidad (INBio),
acordaram em contribuir com 10 % do orgamento e 50 % dos royalties para o
Governo da Costa Rica para a conservacao dos parques nacionais (DHILLION
et al., 2002). Em Cingapura, a Universidade Nacional criou o Instituto Nacional
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de Biologia Molecular e Celular (IBMC), com financiamento publico para o
desenvolvimento de novos processos bioquimicos (ARTUSO, 2002). O Brasil,
gue possui cerca de 20 % da biodiversidade mundial (SOUZA et al., 2004), a
mais importante empresa de bioprospeccdo, a Extracta Moléculas Naturais
S.A., foi criada em 1998 dentro da Fundacdo Bio Rio, uma incubadora de
biotecnologia no Rio de Janeiro, voltada para farmacos (DIAS; COSTA, 2007).

Os microrganismos geralmente sdo vistos como agentes patogénicos,
principalmente os fungos e as bactérias. Entretanto, estes também s&o lteis na
producdo de substancias quimicas de interesse. Na area da saude, por
exemplo, as actinobactérias endofiticas e actinobactérias marinhas do género
Streptomyces apresentaram capacidade de produzir compostos com
propriedades antibacterianas significativas, além de atividade citotoxica em
células cancerigenas (MORAIS et al., 2014).

Na &rea ambiental, a técnica conhecida como biorremediacéo utiliza
microrganismos para transformar contaminantes em substancias inertes
(HOLLIGER et al., 1997) em um processo que apresenta baixo consumo de
energia, causando poucas mudancas nas caracteristicas fisicas, quimicas e
biol6gicas do ambiente (TONINI; DE REZENDE; GRATIVOL, 2010).

Solos contaminados por hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPS),
utilizados para fabricacdo de corantes, de fibras sintéticas e preservantes de
madeira podem ser recuperados pela biorremediagcdo, por meio de
microrganismos que utilizam os compostos contaminantes como fonte de
carbono e energia para o seu crescimento. Neste processo sdo necessarias
varias enzimas que transformam as complexas moléculas dos HAPs em
intermediarios comuns das suas rotas catabolicas (JACQUES et al., 2007).

Segundo Holguin et al. (2001) os fungos que decompdem a matéria
organica do manguezal possuem enzimas como pectinase, protease e amilase.
As enzimas vém ganhando amplo destague no mercado financeiro,
movimentando aproximadamente cinco milhdes de dodlares em 2012, com
previsdo de crescimento de 6,3% ao ano (GRUPO FREEDONIA, 2014). Este
mercado engloba enzimas usadas para aplicacdo em producéo de alimentos e
detergentes, no tratamento biolégico de aguas residuais, em medicamentos e
cosméticos (ROVEDA; HEMKEMEIER; COLLA, 2010; BURKERT; MAUGERI,
RODRIGUES, 2004).
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Os microrganismos de origem marinha no Brasil possuem grande
potencial biotecnoldgico, sendo encontrados em varios ecossistemas. Segundo
Dias e colaboradores (2009) foram isoladas 238 bactérias do manguezal da
llha do Cardoso (SP) que apresentaram diferentes perfis de atividade
enzimatica como amilolitica, proteolitica, lipolitica e esterdsica, sugerindo
grande potencial biotecnolégico. A Baia da Guanabara, no Rio de Janeiro, foi
alvo de diversos estudos voltados ao isolamento e caracterizacdo de
consorcios de bactérias hidrocarbonoclasticas (Marinobacter, Alcanivorax e
Sphingomonas) (BRITO et al., 2006, 2009; MACIEL-SOUZA et al., 2006)

Os estudos do manguezal brasileiro, na sua grande maioria estao
localizados no sudoeste do pais, direcionados para bioprospeccdo microbiana
em d&reas contaminadas, utilizando meios seletivos enriquecidos com o
poluente de interesse (BRITO et al.,, 2006, 2009; DOS SANTOS et al., 2011,
MACIEL-SOUZA et al., 2006; PEIXOTO et al., 2011; TAKETANI et al., 2010;
WASSERMAN et al., 2006).

Dentre os produtos de interesse industrial intensamente bioprospectados
encontram-se 0s biossurfactantes e as enzimas degradadoras de lipideos

chamadas de lipases.

2.3 Biossurfactantes

S&o denominados biossurfactantes os compostos de origem vegetal e
microbiana que exibem propriedades surfactantes (CAMEOTRA; MAKKAR,
1998) reduzindo as tensdo superficial ou interfacial, agindo como
emulsionantes.

Os surfactantes sdo moléculas anfipaticas constituidas de uma por¢ao
hidrofébica e outra hidrofilica. A por¢do apolar € frequentemente uma cadeia
hidrocarbonada, enquanto a porcdo polar pode ser idnica (anibnica ou
cationica), ndo-idnica ou anfotérica (DESAI et al., 1994).

Quando séo excretados no meio de cultivo durante o crescimento
microbiano, auxiliam o transporte e translocacdo de substratos insollUveis
através da membrana celular (BOGNOLO, 1999). Na fase exponencial ou na
fase estacionaria, no momento de alta densidade celular, ocorre maior
liberacao dos biossurfactantes (CAMEOTRA; MAKKAR, 1998). Porém, alguns

microrganismos mantém os biossurfactantes associados a parede celular
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(Figura 2), facilitando a penetracdo dos hidrocarbonetos no espaco
periplasmatico (KOCH et al., 1991).
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Figura 2. Imagem ilustrativa da ac@o dos biossurfactantes sobre petréleo. A) biossurfactante
excretados no meio de cultivo durante o crescimento microbiano. B) biossurfactantes
associados a parede celular. Fonte: SILVA (2001).

A caracteristica da reducdo das tensdes superficial e interfacial é o
resultado das ligacbes de hidrogénio, que séo forcas intermoleculares
causadas pela atracéo dos hidrogénios (polos positivos (H*)) com os oxigénios
das moléculas vizinhas (polos negativos (OY)). Estas moléculas se atraem
mutuamente com a mesma for¢ca por todo o liquido. Porém as moléculas da
superficie ndo apresentam moléculas acima delas, e suas ligacdes de
hidrogénio se restringem as moléculas ao lado e abaixo (Figura 3). Essa
desigualdade de atracbes na superficie cria uma forca chamada tensdo
superficial, formando uma pelicula elastica na superficie da agua (PIROLLO,
2006; DESAI; BANAT, 1997)

- &

Figura 2. Esquema ilustrando as forgcas intermoleculares no interior e na
superficie de um liquido. Fonte: PIROLLO (2006).
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A tensdo superficial da agua destilada é 72 mN/m, e a adicdo de
surfactante reduz este valor para 30 mN/m. Em solugao aquosa ou em mistura
de hidrocarbonetos, auxiliam na dispersdo de um liquido em outro, como 6leo
em agua (BUENO, 2008; DESAI; BANAT, 1997, MULLIGAN, 2005). A
eficiéncia da quebra da tenséo esta associada a estruturas supramoleculares
como micelas, bicamadas e vesiculas.

No caso da emulsdo, consiste em um sistema heterogéneo contendo
pelo menos um liquido imiscivel intimamente disperso em outro sob a forma de
goticulas, cujo didmetro em geral excede 0,1 mm. O sistema possui uma
estabilidade minima (meses ou anos), que pode ser acentuada por aditivos tais
como agentes tensoativos (surfactantes), perfazendo dois perfis de emulséo
(6leo em agua ou agua em 6leo) (NITSCHKE; COSTA, 2007; VELIKONJA;
KOSARIC, 1993).

Os biossurfactantes mostram varias propriedades, tornando-se Uteis em
muitos campos da industria, sendo que suas caracteristicas particulares

sugerem uma possivel aplicagcdo como ingredientes ou aditivos multifuncionais.

2.3.1 Aplicacbes dos Biossurfactantes

Segundo Kosaric (2001), as vantagens de uso, com as caracteristicas de
alta biodegradabilidade, baixa toxicidade, eficacia em condi¢cbes extremas de
temperatura, pH e salinidade em relagdo ao surfactante sintético, permite uma
vasta aplicacdo na industria (Quadro 1), com papel principal ou em segundo
plano, como emulsionantes no processamento de matérias-primas.

Devido as propriedades fisico-quimicas, quase todos os surfactantes
sintéticos (carboxilatos, sulfonatos e ésteres de acido sulfatado) atuam
especialmente na industria petroquimica, industria alimentar e farmacéutica
(BANAT; MAKKAR; CAMEOTRA, 2000; DESAI; BANAT, 1997; VAN DYKI et
al., 1991).

Entretanto, com os rapidos avancos da biotecnologia e o aumento das
preocupacfes ambientais entre os consumidores, aliado ao surgimento de
novas legislacbes (BANAT; MAKKAR; CAMEOTRA, 2000), o interesse em

surfactantes de origem microbiana tem crescido.

25



Na é&rea ambiental, destaca-se o uso dos biossurfactantes na
biorremediacéo, dispersdo no derramamento de 6leos, remocdo e mobilizacdo
de residuos de 6leo em tanques de estocagem e na recuperacao de petroleo
(RAHMAN et al., 2002b; BUENO, 2008; VATER, 1986). Na agricultura, podem
ser utilizados para obter uma distribuicdo uniforme de fertilizantes e na
formulacao de herbicidas e pesticidas (ROSENBERG; RON, 1999).

Na area da saude, possui varias aplicacbes farmacéuticas como a
inibicdo da formacdo de coagulos, a formacdo de canais ibnicos em
membranas, atividade antibacteriana, antiviral, antitumoral e antifingica e
inibicdo da adesao de bactérias entéricas patogénicas (PEYPOUX et al., 1999).

Na industria de alimentos, possuem aplicacdo em panificacao e produtos
derivados de carne, influenciando nas caracteristicas da farinha e na
emulsificacdo de gorduras, para formulagcbes de sorvetes e cremes
(NITSCHKE; COSTA, 2007; BUENO, 2008).

Quadro 1. Principais aplicacdes comerciais dos Biossurfactantes.

Funcdes Campo de aplicacéo

Emulsionantes e dispersantes Cosmeéticos, tintas, biorremediacao, leos

Solubilizantes Produtos farmacéuticos e de higiene

Agentes molhantes e . . )
Produtos farmacéuticos, téxtis e tintas

penetrantes

Detergentes Produto de limpeza e agricultura

Produtos cosméticos e flotacdo de
Agentes espumantes

minérios
Agentes espessantes Tintas e alimentos
Sequestrantes de metais Mineracao
Formadores de vesiculas Cosméticos
Fator de crescimento
Tratamento de residuos oleosos
microbiano
Desemulsificantes Recuperacéo de petréleo
Redutores de viscosidade Transporte em tubulacdes
Dispersantes Mistura carvao-agua; calcario-carvao

Fonte: Adaptado de BANAT; MAKKAR; CAMEOTRA (2000)
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2.3.2 Microrganismos produtores de biossurfactantes

O crescente interesse na producédo de surfactantes microbianos tém
permitido o desenvolvimento de métodos quantitativos e qualitativos rapidos e
eficientes para a selecdo e analise de organismos produtores de
biossurfactantes (BODOUR; MILLER-MAIER, 1998; JENNINGS; TANNER,
2000; SIEGMUND; WAGNER, 1991; YOUSSEF et al.,, 2004). As técnicas
empregadas segundo a literatura correspondem ao método do anel de Platina
(Du Nouy), teste de colapso de gota, lamina de vidro inclinada, hemolise (meio
agar sangue) e teste colorimétrico (YOUSSEF et al., 2004; BENTO et al, 2005;
BODOUR; MAIER, 1998, 2002).

Os biossurfactantes encontrados por meio destas técnicas podem ser
classificados com base em sua natureza bioquimica, origem microbiana e
massa molar. As principais classes incluem: glicolipideos, fosfolipidios,
lipoproteinas e acidos graxos, surfactantes poliméricos e em particulas (DESAI,
DESAI, 1997).

Para obter um 6timo rendimento, o potencial para a producdo €
determinado pela origem do microrganismo, além de outros fatores como
condicbes ambientais e a natureza do substrato que influenciam no nivel de
expressdo (RAHMAN et al., 2002a), necessitando conhecimento da fisiologia,
genética e bioquimica dos microrganismos produtores. No Quadro 2 sédo
apresentados alguns dos principais biossurfactantes e os microrganismos que

0s produzem.
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Quadro 2. Relacéo de biossurfactantes produzidos por microrganismos.

Tipo de Surfactante Microrganismo

Lipidios de Trehalose Arthrobacter paraffineus, Corynebacterium
spp., Mycobacterium spp., Rhodococcus
erythropolis, Nocardia sp.

Ramnolipideos Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomomas sp., Bacillus sp. AB-2
Serratia rubidea

Lipidios de Soporoso Candida apicola, Candida bombicola,
Candida lipolytica, Candida bogoriensis

Glicolipideos Alcanivorax borkumensis,

Arthrobacter sp., Corynebacterium  sp.,
Rhodococcus erythropolis, Serratia
marcescens,

Tsukamurella sp.

Lipidos de Celobiose Ustilago maydis

Rhodotorula glutinus,

Lipidios de poliol Rhodotorula graminus
Diglicdsidos diglicéridos Lactobacillus fermentii
Lipopolissacarideos Acinetobacter calcoaceticus (RAG1),
Pseudomonas sp., Candida lipolytica
Surfactina Bacillus subtilis, Bacillus pumilus
Viscosina Pseudomonas fluorescens
Fosfolipidos Acinetobacter sp.
Sulfonilipideos Thiobacillus thiooxidans, Corynebacterium

Alkanolyticum

Alasan Acinetobacter radioresistens

Fonte: Adaptado de MULLIGAN (2005); NITSCHKE; PASTORE (2002).

Dentre 0s microrganismos, as bactérias extremofilas sobressaem-se em
habitats salinos e hipersalinos, altas temperaturas e pH (ZAHRAN, 1997),
tornando-se as mais indicadas como produtoras de biossurfactantes,
principalmente os isolados encontrados em solos contaminados por
hidrocarbonetos e por bactérias de ecossistema marinho (COELHO et al.,
2003; JENNINGS; TANNER, 2000).

Um dos fatores limitantes para producéo dos biossurfactantes relaciona-
se ao tipo de substrato disponivel, associado com o problema ou situacao a ser

aplicada. Como o caso dos 6leos de frituras (6leo de coco, soja, milho,
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azeitona, girassol), que sédo produzidos em grandes quantidades na industria
alimenticia e na escala doméstica, considerados substratos alternativos de
baixo custo para a producdo de Ramnolipideos. Segundo Nitschke et al.
(2005), Pseudomonas aeruginosa foi capaz de produzir 11,7 g/L de
ramnolipideo, com 75 % de rendimento utilizando substrato soapstock (refino
guimico do 6leo bruto). Para Benincasa; Contiero; Manresa; Moraes (2002), a
producdo de surfactante final rendeu 12 g/L em fermentacdo submersa
utilizando frascos agitados e 16 g/L em biorreator (Braun Biotech International)
ambos também utilizados como substrato soapstock.

Devido a sua alta atividade emulsificante e sua atuacdo na reducao da
tensdo superficial, os ramnolipideos podem ser aplicados como agentes
solubilizantes de compostos hidrofébicos, na remocdo de metais pesados por
meio do processo de biorremediacdo (DEZIEL et al., 2003; LANG; PHILP,
1998; BRAUD et al., 2006; WEI; CHOU; CHANG, 2005) e para lavagem do solo
(MAIER; SOBERON- CHAVEZ, 2000).

Microrganismos do género Bacillus sdo versateis, tornando-os 0s mais
estudados por produzirem surfactantes lipoprotéicos como iturina, fengicina,
liquenisina, micosubtilisina, bacilomicina e surfactina (BARROS et al., 2007).
Dentre estes, a surfactina possui um potencial de redugéo da tensao superficial
da agua para 28 mN/m utilizando o glicerol e glicose como substratos (BUGAY,
2009), ocorrendo também com naftaleno e gasolina (MARTINEZ-TOLEDO et
al., 2006; BENTO et al., 2005). A aplicabilidade da surfactina ocorre também na
area da saude, inibindo tumores, agindo contra as bactérias, fungos e virus
(VOLLENBROICH et al., 1997; QUEIROGA; NASCIMENTO; SERRA, 2003;
LANG, 2002; BARROS et al., 2007).

Dentre outros biossurfactantes com aplicacdo na area da saude, estédo
os glicolipideos e lipopeptideos, produzidos por microrganismos oriundos de
sedimentos marinhos, conhecidos como Streptomyces sp. e Bacillus circulans
(GUDINA et al., 2016).

Em alguns casos, o cultivo em laboratério por bactérias marinhas em
cultivo submerso se torna dificil, fazendo-se necesséaria a fermentacdo em
estado sélido ou o uso de hospedeiros heterdlogos. Lawrance e colaboradores
(2014) reportaram a clonagem e expressao de trés genes (sfp, sfpO e srfA)

envolvidos na biossintese de biossurfactantes pela bactéria marinha Bacillus
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licheniformis, em Escherichia coli, resultando no aumento da producédo de
biossurfactante de 3 mg/mL para 11,7 g/L com petréleo bruto de substrato.

Algumas pesquisas tém como objetivo bioprospectar bactérias
produtoras de biossurfactantes utilizando substratos disponiveis nos ambientes
contaminados com petroleo. Cai e colaboradores (2014) estudaram oito
géneros de bactérias, sendo: Alcanivorax, Exiguobacterium, Halomonas,
Rhodococcus, Bacillus, Acinetobacter, Pseudomonas e Streptomyces.
Acinetobacter apresentou a mais alta taxa de emulsificacdo (maior que 50%),
com 0,67 g/L de biomassa usando petréleo como fonte de carbono.

Véarios substratos (glicerol, glicose, amido, sacarose, querosene,
petréleo, 6leo de coco etc.) podem ser utilizados como fonte de carbono na
producdo de biossurfactantes. Segundo Sarafin e colaboradores (2014), as
melhores atividades emulsificantes foram obtidas por Halococcus sp. utilizando
guerosene (70,90 %) e azeite (65,12 %). Ja Kocuria marina BS-15 alcancou a
maior atividade emulsificante utilizando 6leo de girassol (63,27 %) e 6leo de
coco (56,06 %).

2.4 Lipases

As lipases (triacilglicerol éster hidrolases - E.C.3.1.1.3) compreendem
um grupo de enzimas hidroliticas que atuam na interface organico-aquosa
catalisando a hidrolise de ligacdes éster carboxilicas de triacilgliceréis a fim de
liberar acidos organicos e glicerol (BERGLUND, 2001). Sdo biocatalisadores
responsaveis por catalisar reacdes de hidrélise de 6leos em acidos graxos
livres, monoacilglicerdis, diacilglicerdis e glicerol (VILLENEUVE et al., 2000)

Sdo comumente encontradas nos animais (lipases pancreatica, hepatica
e gastrica), em vegetais (extraida da soja, do centeio e do algoddo) e em
microrganismos (bactérias e fungos) (COSTA; DE AMORIM, 1999). As lipases
microbianas sdo produzidas por diversas industrias, como Novozymes, Amano,
Gist Brocades, e ndo estdo sujeitas as limitacbes de produgcdo ou de
suprimento, como a vegetal e animal (BENASSI et al., 2012; MACHADO,
2011).

A estrutura da lipase apresenta um nucleo central composto por fitas 8
paralelas rodeado por porgbes em a-hélice. As fitas B tém orientacdo para a

esquerda, sendo que a primeira e a ultima fita sdo arranjadas em um angulo de
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aproximadamente 90° entre si (MACHADO, 2011). Essas enzimas atuam na
interface agua-6leo, catalisando, preferencialmente, a hidrélise de ésteres de
acidos graxos insoluveis em agua, o que as diferencia de outras esterases que
agem sobre ésteres soluveis (WHITAKER, 1972). Na Figura 4 esta
representada a estrutura tridimensional da lipase de Candida antarctica.

Figura 3. Estrutura tridimensional da lipase de Candida antarctica, enfatizando a triade
catalitica (em azul) e as estruturas secundarias alfa hélice e folha beta. Fonte: ROBERT
(2015)

De modo geral, a massa molecular das lipases microbianas varia entre
20 e 60 kDa (MALA; TAKEUCHI, 2008). A lipase de menor estrutura conhecida
pertence a bactéria anaerdbica Propionibacterium acidipropionici que apresenta
massa molecular entre 6,0- 8,0 kDa (SARADA; JOSEPH, 1992). Uma excecao
de massa molecular mais alta pode ser representada pelas lipases das
bactérias psicrotroficas isoladas de sedimentos de mar profundo do Oeste
Pacifico, Psychrobacter sp. wp37 e Pseudoalteromonas sp. wp27, cuja massa
molecular apresentou 85 kDa (ZENG et al., 2004).

As Lipases séo classificadas em duas categorias principais de reacdes
catalisadas: a hidrolise e a sintese, esta Ultima com subcategorias:
esterificacdo, interesterificacdo, alcoodlise e acidolise. As trés ultimas reacdes
podem ser agrupadas em transesterificacédo a longo prazo (REIS et al., 2009).

Seu funcionamento mantém o critério de ativacao interfacial: a lipase &
ativada quando em contato com a interface formada entre a 4gua e o lipidio
(VERGER, 1997). Na auséncia da fase apolar, o subdominio Lid (tampa) ou
Flap (alga) da lipase permanece em uma conformacdo que cobre o sitio ativo
da enzima, tornando a mesma inacessivel para as moléculas do substrato.
Quando a lipase entra em contato com a interface entre a agua e o lipidio,

ocorre uma mudanca isométrica do subdominio, causando o movimento da
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tampa, expondo o sitio ativo, aumentando a interacdo hidrofébica entre a
enzima e a superficie do lipideo (BRZOZOWSKI et al., 1991).

Na interface lipidica-agua, a enzima (Ex) liga-se a uma molécula de
substrato (S), resultando na formacdo de um complexo enzima-substrato (Ex
S). Depois de dois processos cataliticos dimensionais, o produto (Px) é gerado
e solubilizado na fase aquosa, conforme mostrado na Figura 5. Portanto, as
reacbes sdo fortemente dependentes da atividade interfacial, cinética de
difuséo e disponibilidade dos substratos (REIS et al., 2009).

e
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Figura 4. Modelo ilustrativo de acdo da atividade de lipase. A) Modelo da agéo da “lid” em
relacdo a atividade enzimatica. Fonte: PATNALA et al., (2016). B) Modelo cinético para a
acdo da lipase em um substrato insolGvel. Fonte: Adaptado de REIS et al., (2009)
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As bactérias Burkholderia glumae, Pseudomonas aeruginosa e Candida
antartica apresentam lipases que possuem o dominio lid, porém nao
apresentam ativacao interfacial (JAEGER et al., 1993; NOBLE et al., 1993;
UPPENBERG et al., 1994). Lipases de Bacillus subtilis ndo apresentam
ativacéo interfacial e nem o dominio lid (EGGERT et al., 2001) produzindo
hidrélise de acilglicerdis de cadeia longa (VERGER, 1997).

Para aproveitar ao maximo estas enzimas, bem como compreender seus
papéis bioldgicos, os modelos cinéticos devem levar em consideracdo 0s
processos envolvidos na interface, como a reorganizagdo molecular e a

segregacao dos produtos insoluveis (REIS et al. 2009).

2.4.1 Aplicacdes das Lipases

As lipases microbianas s&o amplamente diversificadas em suas
propriedades enzimaticas e especificidade pelo substrato, o que as tornam
muito atraentes para aplicacbes industriais na confeccdo de papéis, na
producdo de alimentos, na formulagdo de detergentes, na obtencdo de
farmacos e na producédo de biodiesel (HASAN; SHAH; HAMEED, 2006). O
mercado de lipases esta projetado para alcancar 590 milhdes de doélares em
2020, num crescimento de 6,5% entre 2015 e 2020 (MARKETS e MARKETS,
2015).

A primeira utilizagdo biotecnolégica comercial ocorreu em 1994, com a
Lipolase™, originada do fungo Thermomyces lanuginosus cujo gene da lipase
foi expresso em Aspergillus oryzae. No ano seguinte, duas lipases bacterianas
foram introduzidas - Lumafast ™ de Pseudomonas mendocinaand e Lipomax
™ de Pseudomonas alcaligenes (JAEGER; REETZ, 1998).

Devido a caracteristica de versatilidade e de catalisar inUmeras reacoes,
nao apenas a hidrélise de triacilgliceréis, mas também reacbes de sintese
reversa (esterificacdo, transesterificacdo e interesterificacdo) (OSORIO;
GUSMAO; DA FONSECA, 2001), as lipases sdo usadas em duas formas
distintas: na elaboracdo de produtos quimicos finos e como catalisadores
biolégicos para a fabricacdo de outros produtos (ingredientes alimentares)
(HASAN;SHAH;HAMEED, 2006).

Na industria de alimentos, por meio da producao de acidos graxos livres,

as lipases séo responsaveis pelo desenvolvimento do aroma e sabor e pela
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sintese de ésteres em queijos e na panificacdo (AKIN et al., 2003), além de sua
aplicacdo nos produtos lacteos (queijo, manteiga, margarina, bebidas
alcoolicas, chocolate com leite e doces) (JAEGER; REETZ, 1998).

Na area ambiental, nota-se a presenca das lipases na producdo e
remocdo da polpa produzida para a fabricacdo de papel, aplicando o método
de controle usando a lipase fungica de Candida rugosa (SHARMA et al., 2001).
No meio ambiente € considerado um indicador da biodegradacéo de 6leo diesel
em solos recém-contaminados, por degradar os residuos de 6leo no
ecossistema costeiro (HASAN; SHAH; HAMEED, 2006).

Paralelamente a estas atuacdes, sdo extremamente Uteis na industria
farmacéutica e quimica. Isoladas de Streptomyces, as Lactonas naturais
(octalactinas), resultantes da reacdo de lactonizacdo catalisada por lipases,
apresentam atividade citotéxica contra células de melanoma e de tumor de
cbélon. Também apresentam efeito inibitério sobre a sintese do colesterol
mediante a sintese de Lactonas (nonanolideos), isoladas de Penicillium
(LONGO JUNIOR; BOMBONATO; FERRAZ, 2007).

O campo comercial mais importante para aplicacdo das lipases
encontra-se na industria de detergentes e limpeza (JAEGER; REETZ, 1998). A
principal vantagem do uso de lipases nos detergentes em substituicdo aos
polissulfatos esta na biodegradabilidade e reducdo dos impactos ambientais,
(HASAN; SHAH; HAMEED, 2006), além de facilitarem os processos de
limpeza, hidrolisando os lipideos e favorecendo a solubilizacdo destas
biomoléculas em agua (PANDEY et al., 1999).

Dada a importancia da lipase, a enzima € encontrada em varios outros
setores industriais (Quadro 3), necessitando cada vez mais estudos
direcionados para a alteracdo do meio de producdo de modo a otimizar a
obtencao e a excrecéo de lipases (LIMA et al., 2011; TAN et al., 2003).
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Quadro 3. Aplicacdes industriais de lipases microbianas.

Indastria Acdo Produto ou Aplicacéao
Detergentes Hidrélise de gordura Remocdo de residuos
oleoso de tecidos
Lacticinios Maturacdo do  queijo; | Desenvolvimento de
Hidrélise de gordura do | agentes flavorizantes no
leite; Modificacdo  de | queijo, no leite e manteiga
manteigas
Panificagéo Melhorar o flavour Prolongar o tempo de
prateleira
Bebidas Melhorar o aroma Bebidas
Alimentos Melhora da qualidade Maionese e molhos;

Alimentos saudaveis

Carne e Peixe Desenvolvimento de | Remocao de Gorduras
flavour

Oleos e Gorduras Transesterificagéo; Manteiga de cacau,
Hidrolise margarina, acidos graxos,

gliceral, diglicerideos

Farmacéutica Transesterificagao; Lipideos especiais,
Hidrolise remédios para digestédo

Cosmeéticos Sintese Emulsionantes e cremes

Couro Hidrélise Produtos de couro

Papel Hidrolise Papel com qualidade

Fonte: Adaptado de SHARMA et al., (2001); HOUDE (2004).

2.4.1 Microrganismos produtores de Lipase

A producdo de lipases por microrganismos tem sido desenvolvida
principalmente por fermentacdo submersa (FS) (SHARMA; CHISTI,
BANERJEE, 2001), com eficacia, mas de custo elevado de producgédo, contudo
com a facilidade de controlar parametros como pH, temperatura e oxigenacao.
Para reducéo de custos, opta-se pela fermentacdo em estado sélido (FES), no
entanto, ocorre a limitacdo de transferéncia de massa, além da dificuldade de
monitorar e controlar os parametros operacionais (PANDEY, 2003; BIANCHI,
MORAES; CAPALBO, 2001; SINGHANIA et al., 2009).

Normalmente, para bactérias e leveduras, é recomendada a
fermentacdo submersa (FS) porque as bactérias requerem alto teor de
umidade, enquanto os fungos podem ser cultivados tanto em FS ou FES
(PATNALA et al., 2016)

A estrutura quimica e as caracteristicas cinéticas das lipases

microbianas variam dependendo do microrganismo, género e espécie

35



(MESSIAS et al, 2011). A lipase de Bacillus megaterium apresentou
temperatura 6tima de reacdo a 55 °C (LIMA et al.,, 2004), enquanto outras
lipases bacterianas, como a de Bacillus stearothermophilus MC 7,
apresentaram atividade maxima acima dos 70 °C (KAMBOUROVA et al.,
2003). Isso demonstra que para cada microrganismo pode haver uma
aplicacao diferente (Quadro 4), ainda que o0 mesmo produto seja a lipase.

Quadro 4. Microrganismos produtores de lipase e suas aplicagdes.

Microrganismo Aplicacao

Candida antarctica Biocatalisador na producdo de
ésteres flavorizantes

Staphylococcus haemolyticus L62 Producao de biodiesel

Rhizopus oryzae Emulsificantes e surfactantes na

Pseudomonas fluorescens indastria de alimentos; atividade
antimicrobiana e antioxidante

Chromobacterium viscos um Sintese organica

Photobacterium lipolyticum Producao de biodiesel

Pseudomonas aeruginosa Biocatalisador

Fonte: Adaptado de MESSIAS (2011); PAQUES (2006); ROBERT (2015).

s

A producédo de lipase bacteriana € influenciada por mais de um fator
(PATNALA et al., 2016). Além do pH e da temperatura, a producdo de lipases
bacterianas, sofrem alteragbes por fontes de carbono e nitrogénio, sais
inorgénicos, oxigénio e detergentes (KIRAN et al., 2014). Sendo uma enzima
induzivel, na presenca de fontes lipidicas, como acidos graxos, Tween, ésteres
hidrolisaveis, triacilglicerdis, torna-se rapida a deteccdo do seu efeito. Ja as
bactérias marinhas Psychrobacter submarinus e Psychrobacter marincola,
apresentaram atividade positiva para lipase em contato com Tween 40 e 80
(ROMANENKO et al., 2002).

Sob 0 mesmo ponto de vista da producao, certas lipases microbianas
do género Candida possuem o6timas habilidades de esterificacbes sem
especificidades de posicdes para triglicerideos e a lipase possui potencial de
aplicacdo na sintese de ésteres de cadeia curta como compostos para
biocombustiveis (biodiesel) (TAN et al., 2003).

Membros do género Bacillus sdo onipresentes e conhecidos por
produzirem uma gama de enzimas que tém potencial para aplicacbes

industriais. A lipase extracelular produzida por B. smithii isolado de sedimento
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marinho, apresentou massa molecular 45 kDa e atividade maxima de 210 U/mL
na temperatura ideal de 50 °C, decaindo ap6s 60°C, utilizando p-nitrofenil
butirato (pNPB) como substrato (LAILAJA; CHANDRASEKARAN, 2013).

Wang e colaboradores (2009) utilizaram a bactéria Pseudomonas
monteilii TKUOO9 com o intuito de conferir qual o melhor meio de cultivo para a
producao de lipase. O melhor resultado (1,81 U/mL) foi alcangado com 125 mL
de meio de cultivo contendo 2 % de farelo de soja, no quarto dia de incubacéo,
com pH 9,5 e temperatura de 25 °C. A adicdo de Triton X-100 e Tween 40
resultou no aumento da atividade de lipase em 354 % e 132 %,
respectivamente, quando comparado a atividade obtida no controle (1,81
u/mL).

Dheeman; Frias; Henehan (2010) avaliaram Triton X-100 e Tween 20
a 80 (20, 40, 60 e 80) para a producdo de lipase por Amycolatopsis
mediterranei DSM 4330. Os resultados mostraram que a maior atividade foi
encontrada quando Tween 80 foi utilizado (0,067 U/mL) e a menor, quando
Triton X-100 foi utilizado (0,016 U/mL). Os autores também observaram que a
atividade maxima de lipase (0,128 U/mL) foi encontrada quando a
concentracédo celular foi maxima (0,16 mg/mL), em 96-120 h de cultivo, pH em
torno de 8,0-9,0, utilizando 6leo de linhagca como substrato.

Burkert e colaboradores (2004) utilizaram a metodologia de superficie
de resposta para otimizar a concentracéo de nutrientes no meio de cultura para
a producéo de lipases por Geotrichum sp. A composi¢cdo do meio que levou a
melhor producao de lipase (20 U/L) foi 2,1 a 2,5 % de nitrato de amodnio, 13 a
15% de 4gua de maceracao de milho e 0,6 % de 6leo de soja como fonte de
carbono. Utilizando 6leo de oliva, a atividade maxima alcancada foi de 17
U/mL.

37



3. METODOLOGIA

3.1 Areas de estudo

O manguezal estudado esta localizado na Baia Babitonga, maior
complexo estuarino do Estado de Santa Catarina, com uma area de
aproximadamente 160 km2. Sua bacia hidrogréafica atinge mais de 1.560 km2,
drenando os terrenos dos seis municipios do entorno: Sdo Francisco do Sul,
Itapoa, Barra do Sul, Araquari, Joinville e Garuva (CREMER; MORALES;
OLIVEIRA, 2006).

Os pontos selecionados estao localizados na mesma linha da baia, a fim
de minimizar os efeitos de possiveis diferencas de salinidade pela acdo das
mareés e aporte dos rios (Figura 6).
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Figura 5. Mapa da Baia Babitonga — Santa Catarina, com a localizagdo dos pontos selecionados para
amostragem. Fonte: Mapa — LORENZI (2016). Fotos dos pontos selecionados (Controle, Porto,
Moradia) - a autora (2017)
Trés pontos foram selecionados no manguezal da Baia Babitonga. Um
ponto localizado na regido do Saco do Iperoba (S26° 12.907° W048° 35.661),
onde ndo ha supressao de vegetacdo e nem moradias em seu entorno, sendo
0 ponto com o0 menor impacto possivel na regido, considerado como controle.
O segundo ponto, denominado porto (S26° 14.431° W048° 38.272), esta

localizada proximo ao Porto de S&o Francisco do Sul, uma area com intenso
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fluxo de embarcacgdes e que passa por dragagens a cada 22 meses (PETCON,
2003). O dultimo ponto, chamado de moradia (S26° 15.701 W048° 38.852),
esta localizado na Praia do Lixo, e sofre com a influéncia da construcédo de
residéncias e despejo constante de esgoto doméstico.

Os pontos de manguezal selecionados localizam-se na zona de franja do
bosque (CINTRON; SCHAEFFER-NOVELLI, 1985). Para diminuir a acdo da
variabilidade do ambiente, cada ponto foi composto de trés sub-amostras de
sedimento do manguezal, com um metro de distancia entre si obtidas por um
amostrador de 10 cm de comprimento, com 7 cm de diametro. Estas sub-
amostras foram homogeneizadas in situ e armazenadas em tubos Falcon (50
mL) esterilizados e devidamente etiquetados. As amostras foram
imediatamente resfriadas e transportadas em recipiente isotérmico contendo
gelo e levadas para o Laboratério de Biotecnologia da Universidade da Regido
de Joinville (UNIVILLE) para congelamento a -80 °C.

Para uma melhor compreenséo do trabalho, um diagrama esquematico

dos experimentos realizados é apresentado na Figura 7.
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Coleta dos sedimentos de manguezal
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Ativagéo dos microrganismos em frasco com meio contendo
oleo de soja com fonte de carbono

l

Isolamento dos microrganismos em placas de Petri contendo meios de cultivo
seletivos para identificagcdo da producao de lipase e biossurfactante — Teste

l

Identificagcdo morfoldgica e taxondmica (biologia molecular) dos isolados
positivos para producao de lipases e biossurfactantes
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celular biossurfactante lipase
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espectrofotometria emulsificacéo Nitrofenil Palmitato (pNPP)
como substrato

Figura 6. Diagrama esquematico da metodologia utilizada no trabalho. Fonte: a autora
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3.2 Selegao e isolamento dos microrganismos
3.2.1 Enriquecimento em meio de cultura liquido

Dos trés pontos do manguezal selecionados (Controle, Porto e Moradia),
retirou-se 1g de amostra para inoculacdo no meio de enriquecimento (Figura
8).

Para a selecdo de microrganismos com potencial para produzir
biossurfactantes e lipases, utilizou-se a técnica de enriquecimento de culturas
(COSTA et al., 2009). Em ambos os casos, foi utilizado o meio Marine Broth
(DIFCO) composto de 5,0 g de Peptona, 0,008 g de Fosfato Dissédico, 1 g de
Extrato de Levedura, 0,016 g de Nitrato de Amobnio, 0,1 g de Citrato Férrico,
19,45 g de Cloreto de Sddio, 5,9 g de Cloreto de Magnésio, 3,24 g de Sulfato
de Magnésio, 1,8 g de Cloreto de Célcio, 0,55 g de Cloreto de Potéassio, 0,16 g
de Bicarbonato de Sddio, 0,08 g de Brometo de Potéassio, 0,034 g de Cloreto de
Estréncio, 0,022 g de Acido Borico, 0,004 g de Silicato de Sédio e 0,0024 g de
Fluoreto de Sddio, dissolvidos em um litro de agua destilada e autoclavado a
121 °C e 1 atm durante 15 minutos. Como fonte de carbono, 0 meio foi
adicionado de 1% de Oleo de soja. Um grama de cada amostra foi inoculado
em frascos de Erlenmeyer, com volume de 250 mL, contendo 100 mL do meio
de cultivo e incubados sob agitacdo de 180 min™ (movimento rotatério) em
temperatura de 30°C e por um periodo de 48 horas, visando isolar

microrganismos mesaofilos.

Figura 7. Amostra do sedimento e ativacdo dos microrganismos. A) Amostra do sedimento do
manguezal pesado. B) Meios de enriquecimento liquido com 1 % de 6leo de soja inoculado
com 1 g de sedimento do manguezal (controle, moradia e porto) apdés 48 horas Fonte: a
autora
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3.2.2 Isolamento dos microrganismos

As culturas obtidas no meio de enriquecimento conforme reportado no
item 3.2.1 foram submetidas a diluicdo seriada (1:10; 1:100 e 1:1000) em
solucédo salina 0,9% em tubos de ensaio de 10 mL (Figura 9), e posteriormente
isoladas em placas de Petri contendo o meio de cultura Marine Broth (DIFCO)
(item 3.2.1) acrescido de 20 g/L de agar e 1 % de 6leo de soja como fonte de
carbono (Figura 9). As placas foram incubadas em estufa na temperatura de 30
°C, por 48 horas.

Para obtencdo de colbonias puras, 0s microrganismos foram
selecionados por meio da morfologia (coloracdo e forma da colbnia) e
posteriormente os diferentes isolados foram transferidos para tubos de ensaio
com 10 mL de meio liquido Marine Broth (DIFCO) (item 3.2.1) com 1 % de 6leo
de soja, incubados em estufa na temperatura de 30 °C por 48 horas para o

crescimento.

2) UFC DO ITEM 1.
PARA MEIO DE LIPASE + BIOSSURFACTANTE

1 1 1

3) UFC DO ITEM 2,
PARA MEIO DE LIPASE + BIOSSURFACTANTE

I 1 1

ﬂ 4) ANALISE MORFOLOGICA DAS COLONIAS
1) ISOLADOS | tweubagdo
< H q .
\ \ I’ = . =
.‘v'/ \v/

Figura 8. Imagem ilustrativa da técnica de diluicdo seriada e selecdo de colbénias puras pela
técnica de esgotamento. UFC: Unidade Formacéo de Colbnias. Fonte: a autora

0,9vl.

H

MEIO MARINE BROT
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3.2.3 Isolamento de microrganismos produtores de lipases e
biossurfactantes

Aplés o periodo de incubacdo foi realizado o estriamento do meio
contendo as colbnias bacterianas em placas com meio seletivos para lipases e

biossurfactantes, objetivando uma pré-selecdo dos microrganismos.

3.2.4 Meio seletivo para Lipase

O teste qualitativo de atividade de lipases em meio contendo o corante
Rodamina B foi realizado seguindo o método de Kouker; Jaeger, 1987
modificado. O teste baseia-se no fato de que os acidos graxos liberados pela
hidrélise dos triacilgliceréis contidos no 6leo de soja pelas lipases formam um
complexo com a Rodamina B que emite fluorescéncia. As placas de Petri
contendo 20 mL de meio de cultivo composto de Rodamina B 0,001 % (m/v),
Marine Broth 40,25 g/L, NaCl (4g/L), 6leo de soja 2,5% (m/v), Tween 20 (2 g/L)
e agar (20 g/L) foram inoculadas de acordo com a técnica do estriamento e
incubadas em estufa na temperatura de 30 °C, por 48 horas.

ApoOs este periodo, as placas foram observadas sob a luz ultravioleta
(365 nm) e as coldnias que apresentaram halos alaranjados fluorescentes ao

seu redor foram consideradas positivas para a producéo de lipases.

3.2.5 Meio seletivo para Biossurfactantes

Para a avaliagdo da producéo de biossurfactantes, placas de Petri
contendo 20 mL de meio de cultivo Agar Sangue, composto de mistura de
peptonas (23 g/L), amido (1 g/L), cloreto de sédio (5 g/L), Agar (20 g/L), 5 % de
heméacia de carneiro desfibrinada estéril (50 mL/L) (SIEGMUND; WAGNER,
1991) foram estriadas com o caldo de cultivo contendo as células e incubadas
em estufa na temperatura de 30 °C, por 48 horas.

A producdo do biossurfactantes nas placas de agar sangue foi
identificada pela presencga de atividade hemolitica. O surgimento do halo claro
ao redor das col6nias, devido ao consumo do ferro presente nas hemacias,
indica a ocorréncia de 3- hemdlise (beta-hemdélise) (YOUSSEF et al., 2004).
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3.3 Identificagdo dos microrganismos isolados

As diferentes coldnias isoladas que apresentaram resultados positivos
para a producéo de lipases e biossurfactantes foram identificadas por meio de
técnicas da coloracdo de Gram, identificacdo da morfologia e identificacao

taxonbmica, por meio de técnicas de biologia molecular.

3.3.1 Morfologia

De forma a selecionar as diferentes colbnias isoladas nos meios
seletivos para lipases e biossurfactantes, realizou-se a identificacéo parcial por
meio do teste da coloracdo de Gram e das caracteristicas morfolégicas das
col6nias (forma e arranjo celular) (TRABULSI, 2008).

3.3.2 Identificacdo taxonébmica

A identificacdo dos microrganismos isolados dos trés pontos (controle,
porto e moradia) positivos para lipase e biossurfactantes foi realizada pela
empresa Neoprospecta Microbiome Technologies AS. O principal marcador
utilizado nesta identificagdo é o gene rRNA 16S para identificagdo taxonémica
de bactérias. Apos a extracdo do DNA seguem-se dois passos de preparo
molecular das amostras onde sao introduzidos tags no material genético
purificado. Estes tags tém a finalidade de prover posteriormente a separacao
das amostras dentro do fluxo de andlise computacional. A etapa seguinte ao
preparo molecular é a realizacdo do sequenciamento de DNA utilizando a
plataforma de sequenciamento de nova geragdo “MiSeq” da lllumina.
Posteriormente os dados s&o processados por um software Epiome
especializado e carregados em uma plataforma especifica para analise e
interpretacdo dos resultados (CHRISTOFF et al., 2017).

3.4 Avaliacdo da producéo de biomassa, lipases e biossurfactantes

Os microrganismos isolados e identificados foram submetidos a testes
de avaliacdo quantitativa da concentracao celular e da producéo de lipases e

biossurfactantes.
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Inicialmente, as culturas selecionadas foram ativadas pela passagem de
uma al¢cada de cada microrganismo para dois tubos de ensaio contendo 10 mL
do meio liquido Marine Broth acrescido de 1% de 6leo de soja (item 2.3.1)
previamente esterilizados (121 °C, 1 atm, 20 min). Os tubos foram incubados a
30 °C sem agitacdo, por 24 h. Para cada cepa, o conteudo total dos dois tubos
(20 mL) foi utilizado para inocular um frasco de Erlenmeyer de 500 mL
contendo 200 mL de meio liquido Marine Broth acrescido de 1% de oleo de
soja. O frasco foi incubado a 30 °C, por 24 h, sendo entdo utilizado como
indculo. Posteriormente, 15 frascos de Erlenmeyer de 250 mL contendo 100
mL do mesmo meio de cultivo foram esterilizados a 121 °C e 1 atm, por 20 min
e, apos resfriamento, foram inoculados com 10 mL do in6culo e incubados a
30 °C e 120 min™. A cada amostragem de tempo (0, 24, 48, 72 e 96 h) o
conteldo total de cada um dos trés frascos era retirado (triplicata),
acondicionado em tubos Falcon de 50 mL e centrifugados, por 10 min, a 4 °C
com 1.169 g (adaptado de Bueno (2008). O sobrenadante foi congelado para
posterior determinacdo da atividade de lipase e avaliagdo da presenca de
biossurfactante e as células utilizadas para determinacdo da concentracdo

celular

3.4.1 Determinacao da concentragéo celular

As células resultantes da centrifugacdo de 45 mL de caldo de cultivo
foram lavadas por meio da suspensdo em 20 mL de agua do pellet e
submetidas a nova centrifugacdo. O sobrenadante foi descartado e as células
foram ressuspensas com agua deionizada até seu volume original (45 mL),
com agitacdo maxima (3000 rpm) em vortex Vision até completa dissolugéo e a
absorbancia da suspensdo devidamente diluida foi lida em espectrofotémetro
SP 2000 UV BEL, em comprimento de onda de 560 nm e relacionada com a
concentracéo celular por meio de uma curva de calibracao.

Para a construgdo da curva de calibragédo, 30 mL das células lavadas e
ressuspensas em 45 mL de 4gua deionizada provenientes do caldo de 96 h de
cultivo foram dispostos em cadinhos de porcelana previamente secos em
estufa a 105°C por 24 h e tarados. A suspensao foi mantida em estufa a 105 °C
por 24 h e a massa de células secas foi pesada e sua concentracdo

determinada em g/L. Paralelamente, o restante da suspenséo foi diluido de
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forma a obter-se uma absorbéancia aproximadamente igual a 0,5, medida a 560
nm. A partir desta suspensao diluida, foram preparadas diluigcbes de 1:2, 1:4,
1:6 e 1.8 e a absorbancia de cada diluicdo foi medida. Com base nas
absorbéancias das diluicbes e na concentracdo ja conhecida da suspensdo
original, foi construida uma curva de calibracdo relacionando a absorbancia
com a concentracdo celular e definida uma equacdo matematica que a
descrevia. A velocidade especifica maxima de crescimento foi dada pelo
coeficiente angular da reta obtida na fase linear da curva do grafico do
logaritmo neperiano da concentracdo celular em fungdo do tempo. O

experimento foi realizado em triplicata.

3.4.2 Determinacéao da atividade lipolitica

O sobrenadante livre de células obtido apos centrifugacdo do caldo de
cultivo conforme descrito no item 3.4 foi utilizado para estimar a atividade de
lipase de acordo com o método modificado por Gupta, Rathi e Gupta (2002). A
mistura reativa foi composta de 0,9 mL de tampao fosfato de sédio 0,05 M (pH
8), 0,1 mL do caldo enzimatico (sobrenadante livre de células) e 0,9 mL de p-
nitrofenil palmitato (p-NPP) 0,013 M em etanol. A mistura foi agitada em
Thermomixer Eppendorf por 10 min, a 30 °C e a reagé&o foi interrompida em
banho de gelo.

De forma a solubilizar as possiveis substancias apolares presentes na
suspensao e clarificar o meio, facilitando a leitura da absorbancia da mistura,
foram adicionados 50 uL de Triton X-100 ao meio reativo. A absorbancia da
mistura foi medida a 410 nm e uma unidade (U) de atividade de lipase foi
definida como a quantidade de enzimas necessaria para hidrolisar 1umol/min
de p -NPP sob as condi¢Ges do teste, utilizando o coeficiente de extingdo molar
para o p-NPP (¢410) de 15.000 M~* cm™. A atividade lipolitica foi calculada de
acordo com a Equacgao 1. O “branco” utilizado como “zero” de absorbancia foi
formulado adicionando-se 0,1 mL de tamp&o fosfato ao meio reativo ao invés
do caldo enzimatico. Os demais procedimentos para o branco foram mantidos
iguais aos adotados para as demais amostras. O experimento foi realizado em

triplicata.

| U ABS«Vt
AE lipase (E} = ivert” D = 1000 Equacéo 1
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Na qual:
ABS = absorbancia da mistura reativa (410 nm)

Vt = volume total de amostra (1950 L)
€ = coeficiente de absortividade molar para

o pNPP em pH 8,0 e A= 410 nm (15.000 M~ cm™)
Ve = volume de enzima (100 pL)

t = tempo de reacao (10 min)

D = diluicdo da amostra

1000 = transformacao de mol para micromol

3.4.3 Avaliacéo da producéo de biossurfactantes

O sobrenadante livre de células obtido apds centrifugacdo do caldo de
cultivo conforme descrito no item 3.4 foi utilizado para a medida da tensao
superficial e do indice de emulsificacdo (BUENO, 2008; PINTO et al., 2009;
PIROLLO, 2006; DECESARO et al., 2013; BUGAY, 2009). Os testes foram

conduzidos em duplicata.

3.4.3.1 Tenséao Superficial

A tensao superficial foi determinada com 45 mL do sobrenadante livre de
células e medida diretamente da superficie do emulsificante com um
Tensiémetro Interfacial KRUSS K8, por meio do sistema de medidas com anel
de platina Du Nouy, em duplicata (BICCA; FLECK; AYUB, 1999) pelo

laboratorio de Alta Tensdo da FURB — Universidade Regional de Blumenau.

3.4.3.2 indice de emulsificacdo

Foi adicionado 2,0 mL de 6leo de soja em 3,5 mL do caldo de cultivo
livre de células obtido apos a centrifugacdo, submetidos a agitacdo maxima
(3000 rpm) no vortex Vision por 2 min e a mistura foi mantida em repouso por
24 horas. Com a utilizacdo de um paquimetro digital (150 mm MTX), aferiu-se a
medida da altura da fase emulsionada, que foi comparada com a altura total da

mistura. O indice de emulsificacdo (IE) foi calculado como porcentagem da
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altura da camada emulsificada em mm (a) dividida pela altura total da coluna
do liquido em mm (b), multiplicada por 100 conforme a Equacao 2 (IQBAL et
al., 1995; PIROLLO, 2006).

TE(%) =2+ 100 Equagéo 2

h

3.5 ANALISE ESTATISTICA

O teste Q de Dixon foi realizado para descartar os valores desviantes em
relacdo a média (RORABACHER 1991). A analise de variancia (ANOVA) foi
realizado utilizando o teste F do Excel para verificar diferencas estatisticamente

significativas entre os diferentes tempos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento de microrganismos produtores de lipases e

biossurfactantes

O isolamento das bactérias dos trés pontos selecionados do manguezal
no primeiro estagio apés o meio de enriquecimento, resultou em 12 UFC
isoladas (4 por pontos: porto — moradia - controle) em meio Marine Broth.
Ressalta-se que nesta etapa, o uso de 6leo de soja como fonte de carbono
teve como intuito realizar uma pré-selecdo dos microrganismos capazes de
utilizar o 6éleo de soja sugerindo a producéo de lipases e biossurfactantes.

O re-isolamento destas 12 UFC em placas de Petri contendo meio
seletivo para producdo de lipases (Marine Broth adicionado do corante
Rodamina B e 6leo de soja como fonte de carbono) e biossurfactantes (agar
sangue) resultou em 23 novas colénias isoladas, conforme apresentado no
Quadro 5. Dentre estas, foram selecionadas apenas as positivas para ambos
0s testes, totalizando 6 amostras (AC2, LC3, AM3, LM1, AP3.1 e LP1), tendo
como propdsito mostrar apenas 0s microrganismos capazes de produzir ambos

0s metabdlitos.
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Quadro 5. Microrganismos isolados nos meios seletivos para lipase e biossurfactantes nos
diferentes pontos do manguezal (+: positivo; -: negativo; a: alfa; B: beta).

CONTROLE

ISOLADO LIPASE |BIOSSURFACTANTES
AC1 - a-hemolise

AC2 + B - hemolise
AC3.1 + a-hemolise
AC3.2 - a-hemolise

LC3 + B - hemolise

LC4 + a-hemolise
LC4.1 - a-hemdlise

MORADIA

ISOLADO LIPASE |BIOSSURFACTANTES
AM3 + B - hemalise
AM3.1 - a-hemolise

AM4 + a-hemolise
AMA4.1 - a-hemolise

LM1 + B - hemolise

LM3 + a-hemolise

LM4 - a-hemolise

PORTO

ISOLADO LIPASE |BIOSSURFACTANTES
AP1 - a-hemdlise

AP2 + a-hemdlise
AP2.1 - a-hemolise
AP3.1 + B - hemalise
AP3.2 - a-hemolise

LP1 + B - hemdlise

LP2 - a-hemolise
LP2.1 + a-hemolise

LP3 + a-hemdlise

Fonte: A autora

A producdo do biossurfactante nas placas de &gar sangue foi
identificada visualmente de acordo com a presenca de atividade hemolitica.
Parte-se do principio que a presenca do biossurfactante causa a degradacao
das hemacias, resultando no consumo do ferro presente no meio de cultivo
pelo microrganismo, levando a perda de intensidade da coloracdo avermelhada
do meio, resultando na formagédo de um halo transparente ao redor da col6nia,
denominado de - hemdlise (beta-hemdlise) (YOUSSEF et al., 2004).
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Segundo SATPUTE et al. (2008), a a-hemodlise (alfa-hemdlise) leva a
uma coloracdo esverdeada escura em volta da coldnia, e sugere também a
presenca de biossurfactantes, porém com baixa producdo. O grau da lise dos
glébulos vermelhos esta relacionado com o nivel de producdo de surfactina,
pois seu carater anfifilico, induz hemdlise em determinada concentracdo
(VINARDELL; INFANTE, 1999; YOUSSEF et al., 2004).

De acordo com Youssef et al. (2004), a deteccdo da producéo de
biossurfactantes em placas contendo agar sangue € um método preliminar de
triagem, amplamente utilizado. No entanto, nem todos os biossurfactantes tém
uma atividade hemolitica. A lise produzida tem sido usada para quantificar
surfactina e ramnolipidos. Outro fator importante € a temperatura utilizada para
o cultivo do microrganismo que pode influenciar na formacdo da hemolise
(MORAN et al., 2002). Estas variacbes podem explicar a diferenca entre a a-
hemdlise e B- hemdlise encontrada nas amostras. Satpute e colaboradores
(2008) sugerem uma combinacdo de métodos diferentes (método de
propagacao de Oleo, colapso de queda e deslizamento de vidro inclinado) para
se ter uma triagem efetiva de selecdo para bactérias marinhas produtoras de
biossurfactantes.

Para as lipases, o indicativo de atividade lipolitica é a fluorescéncia
laranja ao redor das colbnias, ocorrendo interacdo dos acidos graxos liberados
pela hidrolise do Oleo presente no meio de cultivo com a Rodamina B
(KOUKER; JAEGER, 1987; RABBANI et al., 2013). E preciso atentar para a
ocorréncia de um falso positivo, no qual algumas bactérias apresentam
coloracdo rosada pink, como as estirpes que nao produzem lipase, tais como
Escherichia coli, que acumulam Rodamina B. Ressalta-se, ainda, que o teste &
insensivel as mudancas de pH, permitindo que ndo haja inibicdo de
crescimento ou mudanca de propriedades fisiologicas (KOUKER; JAEGER,
1987; RABBANI et al., 2013).

Além disso, os resultados negativos apresentados para lipase, com
caracteristica de colbnias rosadas ou até mesmo sem nenhuma coloracéo e
fluorescéncia, podem estar relacionados a baixas quantidades de moléculas de
lipase liberadas por uma Unica colbnia, necessitando de mais fonte de carbono

no decorrer do crescimento celular, que pode até mesmo ser aplicada
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diretamente no meio sélido em placa no decorrer do teste (KOUKER; JAEGER,
1987; LIMA, 2003).

Dentre os microrganismos produtores de biossurfactantes detectados
com metodologia similar (lise do agar sangue) e em ambiente marinho
(sedimento, agua do mar, mexilhdes, esponjas e algas) os mais estudados séo
0os do género Bacillus, conhecidos por produzir surfactina (PERFUMO et al.,
2010). Como exemplos, podemos citar Bacillus pumilus (BUENO, 2008;
RABBANI et al., 2013; SATPUTE et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2014; CAl et al.,
2014), Bacillus subtilis (SATPUTE et al., 2008; MOR; MART, 2002; CAI et al.,
2014) e Bacillus circulans (DAS; MUKHERJEE; SEN, 2008; BUENO et al.,
2010; CAl et al., 2014). Além destes, Nocardiopsis sp. (KHOPADE et al., 2012),
Rhodococcus equi (KHOSROWABADI; HUYOP, 2014), Nesterenkonia sp.
(KIRAN et al., 2017), Halomonas sp. (PEPI et al., 2005) também s&o
reportados como produtores de biossurfactantes.

Todavia, os géneros apresentados acima ndo sdo exclusivos para a
producdo de biossurfactantes. Rabbani e colaboradores (2013) encontraram,
por meio do teste preliminar da Rodamina B, Bacillus pumilus, Bacillus subtilis
e Bacillus safenis como produtores também de lipases. Além disso, séo
encontrados outros géneros marinhos em ambientes extremos (mar Antartico)
como Moraxella (FELLER et al., 1990), Pseudomonas sp. (ALQUATI et al.,
2002) e Psychrobacter sp. (ZHANG et al., 2007).

Embora a producdo de biossurfactante e lipase ocorram
individualmente, ambos atuam de forma a permitir 0 uso de compostos que sao
insoliveis em agua pelo microrganismo (DESAI; BANAT, 1997). Ainda,
biossurfactantes podem ser produzidos por sintese organica usando lipases
(PAULA; BARBOZA; CASTRO, 2005) e, por meio dos surfactantes as reacoes
cataliticas das lipases se tornam mais eficientes, uma vez que facilitam o
acesso do substrato até a enzima (WANG et al., 2008).

Martins, Kalil e Costa (2008) reportaram a producdo conjunta de
biossurfactante e lipase pelos fungos Aspergillus fumigatus e Phialemonium sp,
concluindo que a quantidade de lipase produzida no meio fermentativo n&o
interferiu na producédo de biossurfactante. Gasparin e colaboradores (2012),

ressaltam que nem sempre 0 mesmo substrato € ideal para os dois processos,
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porém demonstraram que a producédo bacteriana de lipase e biossurfactante foi

concomitante quando substratos oleosos a 1 % foram utilizados.

4.2 Identificagcdo morfoldgica e taxinbmica das colbnias

A morfologia das colénias, os padrfes de crescimento e as analises
microscopicas indicaram que, embora existissem muitas coldnias isoladas das
amostras, havia muitas semelhancas e associacfes entre elas. Quando os
isolados foram agrupados de acordo com essas semelhancas, as colbnias
selecionadas foram escolhidas para representar cada um desses Qgrupos:
Grupo | - coloragdo amarelada escura, com pouco agrupamento celular,
formando colbnias redondas e pequenas; Grupo Il - colbnias transparentes,
nao pigmentadas, presente em baixo e/ou ao redor das demais colonias de
forma espalhada; Grupo Il - coloragdo amarronzada, extremamente gosmenta
com formacgéao de col6nias arredondadas. Dos trés grupos, seis colonias foram
selecionadas e identificadas por técnicas de biologia molecular em nivel de
espécie como, Psychrobacter marincola, Enterococcus casseliflavus, Bacillus
pumilus e um, em nivel de familia, Enterobacteriaceae, conforme apresentado
no Quadro 6. Nas Figuras 10, 11 e 12 sdo apresentadas as caracteristicas
morfo-fisiologicas dos isolados identificados em nivel de espécie,
desconsiderando o género Enterobacteriaceae que tornaria a discussao muito

ampla.
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Quadro 6. Relacdo dos microrganismos isolados nos diferentes pontos do manguezal
(controle, moradia e porto) das seis amostras e sua morfologia.

Amostra Controle

Microrganismo Morfologia
Bacillus pumilus BACILOS GRAM +
Enterococcus casseliflavus DIPLOCOCOS GRAM +

Amostra Porto

Microrganismo Morfologia

Bacillus pumilus BACILOS GRAM +
Enterococcus casseliflavus DIPLOCOCOS GRAM +
Psychrobacter marincola COCO GRAM -

Amostra Moradia

Microrganismo Morfologia
Bacillus pumilus BACILOS GRAM +

Enterobacteriaceae sp
Psychrobacter marincola COCO GRAM -

Fonte: a autora

Membros do género Enterococcus, sdo cocos Gram-positivos que
geralmente ocorrem em pares e cadeias, sao dificeis de distinguir dos
estreptococos apenas nas caracteristicas fisicas, sdo organismos anaerdbicos
facultativos (RAYKOVA; PEYKOV; DIMOV, 2008). As espécies de
Enterococcus foram limitadas as duas espécies durante a década dos anos
noventa, E. faecalis e E. faeccium, e sdo reconhecidas como patdgeno
emergente, devido ao potencial de infeccdo. O surgimento crescente de
espécies de Enterococcus como causa de epidemias e sua resisténcia
alarmante a vancomicina atraiu um grande interesse pela fisiopatologia e os
padrbes de resisténcia bioldgica exibida pelos varios subtipos, revelando outras
espécies como E. durans, E. avium e E. casseliflavus (PAPPAS et al., 2004).

Microrganismos da espécie Enterococcus casseliflavus sdo Gram-
positivos, anaerébios facultativos, em formato de cocos de forma ovoide.
Conhecidos como patdgenos oportunistas, causam importantes infeccdes
hospitalares por serem resistentes a antibidticos (tetracilcina, vancomicina) em
humanos e animais. Seu principal nicho é o trato digestivo de animais de
sangue quente, podendo ser encontrado também na agua e solo. Devido a

caracteristica do seu material genético diferenciado, que através da
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transferéncia horizontal de genes desempenha um papel de disseminacéo de
DNA extra cromossémico, possui caracteristicas virulentas (ZAHID et al.,
2017).

Ao ser encontrada no solo do mangue, corrobora com o reportado por
Zahid e colaboradores (2017) em relagéo a E. casseliflavus, que afirma que o
solo € um reservatorio natural de microbiota e que 0 uso extensivo de
antibioticos na agricultura, torna o solo um reservatorio natural de bactérias
resistentes. No entanto, sdo necessarios mais estudos bioquimicos e
ecolégicos para compreender esta bactéria no meio ambiente, ndo somente na
saude.

As espécies de Psychrobacter sdo sempre estritamente aerdbicas nao
mostrando crescimento anaerdbico sob qualquer condicdo. A agua do mar €
um excelente habitat para este género (BOWMAN et al., 1996, 1997) e
consequentemente estdo presentes na alimentacdo a base de frutos do mar
(BOWMAN, 2006). Geralmente sao psicrofilas e ndo sdo exigentes
nutricionalmente. Pertencentem a familia Moraxellaceae, que inclui também,
Acinetobacter e Moraxella. Estes géneros ndo ocorrem em habitats marinhos,
sdo mesofilicos, incapazes de crescer a 4 °C e ndo sdo halotolerantes ou
halofilicos (BOWMAN, 2006).

Psychrobacter marincola é uma espécie de bactéria com ampla
distribuicdo no ambiente marinho, nos sedimentos, incluindo agua do mar,
branquias e pele de peixes e aves marinhas. S8o microrganismos aergbicos,
ndo moveis, psicréfilos e halotolerantes, que podem ser encontrados em
ambientes antarticos e oceanicos profundos (ROMANENKO et al., 2002). As
pesquisas com esta espécie estdo direcionadas aos estudos gendmicos,
taxbnomicos e bioquimicos, por serem Gammaproteobacteria cultivaveis,
predominantes no sedimento marinho (ETTOUMI et al., 2010), muito
semelhantes na sequéncia de genes 16S rRNA com P. submarinus (BOWMAN,
2006).

De acordo com Romanenko et al. (2002), P. marincola cresce em
ambientes com altas concentragbes de sédio, frutose, maltose e galactose. E
sensivel a antibiéticos (ampicilina, benzilpenicilina, gentamicina) e produtora de

lipase, fator indicado pela degradacdo do Tween 80. Sua temperatura ideal de
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crescimento varia de 25 °C a 30 °C, com crescimento excelente em &gar
marinho e agar sangue (BOWMAN, 2006).

A familia Bacillaceae é constituida por bactérias em forma de haste que
formam endosporos, aerdbias ou facultativamente anaerodbias, formadoras de
esporos do género Bacillus, conhecidas como ASB (aerdbicos portadores de
esporos). As células bacterianas das culturas de Bacillus sdo Gram positivas
guando jovens, mas em algumas espécies tornam-se Gram negativas a medida
gque envelhecem. O género inclui representantes termdfilos, psicrofilos,
aciddfilos, alcalindfilos, halotolerantes e halofilicos. As espécies encontradas
estdo localizadas em varias areas. Bacillus anthracis, é agente do antraz, o
anico patdgeno obrigatério em vertebrados; B. larvae, B. lentimorbus, B.
popilliae, B. sphaericus e B. thuringiensis sdo agentes patogénicos de grupos
especificos de insetos; B. cereus é patdogeno ocasional de humanos e gado,
mas a grande maioria das espécies de Bacillus sdo saprofitos inofensivos
(TURNBULL, 1996).

As bactérias da espécie Bacillus pumilus, presentes nas amostras
coletadas nos trés pontos do manguezal da Baia Babitonga, sdo Gram-
positivas, aerébias e formadoras de esporos. A ocorréncia desse
microrganismo se da em solo, agua, ar e em decomposicdo de tecidos
vegetais, e em simbiose no desenvolvimento radicular de plantas. Estas
bactérias s&@o reportadas como produtoras de varias moléculas, como
biossurfactantes, proteases, lignocelulases e uma variedade de toxinas e
antibiéticos. Considerada uma espécie com grande potencial para producéo de
biossurfactantes, reduz significativamente a tensdo superficial, aumenta a
emulsificacdo em 59 %, séo produtoras de surfactina e apresentam um bom
indice de emulsificacdo estavel (BUENO, 2008; DECESARO et al.,, 2013;
OLIVEIRA, 2010; SATPUTE et al., 2008; BUGAY, 2009).

Em relagdo a lipase de Bacillus pumilus, estudos promissores relatam
termotolerancia, alcalofilicidade e atividade enzimatica (RABBANI et al., 2013).
Arild et al. (2013) demonstrou algumas caracteristicas de trés diferentes lipases
encontrada na Antéartida produzidas por B. pumilus, em relacdo a temperatura,
pH e substrato. As trés lipases hidrolizaram muitos substratos de 6leo natural

(6leo de ricino, azeite, 6leo de semente de girassol, 6leo de peixe e 6Oleo de
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soja), duas apresentaram maior especificidade em relacdo aos substratos de

cadeia longa e mesmo originarias do frio, foram estaveis de 20 °C a 30 °C.

F)

E)
Figura 9. Psychrobacter marincola A) Seta apontando para col6nia da bactéria Psychrobacter marincola;
B) Seta indicando o resultado positivo para biossurfactantes pela presenga do halo caracteristico da 8 —
hemolise; C) Caracteristica positiva para lipase: fluorescéncia; D) Coloracdo de Gram apresentando cocos
GRAM -; E) Resultado negativo para lipase; F) Resultado negativo para biossurfactantes; Grupo
morfoldgico Il. Fonte: a autora
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Figura 10. Enterococcus casseliflavus A) Seta apontando para coldnia da bactéria Enterococcus casseliflavus; B) Seta
indicando o resultado positivo para biossurfactantes pela presenca do halo caracteristico da B — hemdlise; C)
Caracteristica positiva para lipase: fluorescéncia; D) Coloracdo de Gram apresentando diplococos GRAM +; Grupo

morfolégico I; Fonte: a autora
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Figura 11. Bacillus pumilus A) Seta apontando para coldonia da bactéria Bacillus pumilus; B) Seta indicando o
resultado positivo para biossurfactantes pela presenca do halo caracteristico da B — hemdlise; C) Caracteristica
positiva para lipase: fluorescéncia; D) Coloracdo de Gram apresentando bacilos GRAM +; Grupo morfolégico Il
Fonte: a autora
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Os microrganismos encontrados nas amostras provenientes do
manguezal da Baia Babitonga corroboram com o ja reportado na literatura.
Segundo Romanenko e colaboradores, (2002), P. marincola é uma bactéria
com ampla distribuicho no ambiente marinho, encontrada também nos
sedimentos com temperatura ideal de 25 °C a 30 °C, e segundo os testes
preliminares, € capaz de produzir lipase utilizando Tween 80. Perfil semelhante
o encontrado neste trabalho.

Pelas caracteristicas virulentas e de resisténcia a antibidticos a maioria
dos estudos com a espécie E. casseliflavus sao voltados para a area da saude.
Pode ser encontrado também em &gua e solo (ZAHID et al.,, 2017), sendo
plausivel ser encontrada no solo do manguezal. No entanto, impossivel
descrever a sua origem.

Decesaro et al. (2013), Oliveira (2010) e Bugay (2009) afirmaram que B.
pumilus € um organismo capaz de produzir lipases, capazes de hidrolizar
muitos substratos de 6leo natural, o que explica o fato de ter se desenvolvido
em meio contendo 6leo de soja. E também considerada a espécie com o
melhor desempenho na producéo de biossurfactantes. A espécie € comumente
encontrada no solo, agua, ar e em decomposi¢cao de tecidos vegetais, e em
simbiose no desenvolvimento radicular de plantas, explicando sua presenca em

sedimento de manguezal.

4.3 Cinética de crescimento celular e de producdo de lipases e
biossurfactantes pelos isolados

4.3.1 Psychrobacter marincola

A Figura 13 apresenta a curva de crescimento de P. marincola cultivado
em Marine Broth adicionado de 6leo de soja como fonte de carbono. A
concentracdo celular foi obtida conforme descrito no item 3.4.1 e a curva de
calibracdo esta apresentada no Apéndice A (Figura Al). N&o foi possivel
observar a fase de laténcia (lag) de crescimento, provavelmente por esta ter
ocorrido nas primeiras horas de cultivo, ou seja, antes de 24 horas, periodo no
gual a bactéria apresenta velocidade especifica maxima de crescimento de
0,093+0,002 h™* (Apéndice B — Figura B1). A concentracdo celular atinge seu
valor maximo (3,95+0,08 g/L) em 72h. A enzima lipase é detectada com

atividade incipiente ja no inicio do cultivo (0,0032+0,0008 U/L), provavelmente
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como componente do indculo utilizado, mantendo-se sem alteragcdo até 72 h,
quando atinge 0,0045%£0,0001 U/L em 96h de cultivo, representando um
aumento estatisticamente significativo na atividade enzimética de 33 %. Vale
ressaltar que este aumento na atividade acontece quando a bactéria ja esta em
fase estacionaria de crescimento como apresenta a Figura 14.

A tensao superficial inicial (To) do meio de cultivo (média de 39,35+3,53
mN/m — Figura 15) e o indice de emulsificacdo (média de 42,69+2,75 % -
Figura 16) mantiveram-se constantes ao longo do cultivo, indicando que nao
houve produgdo de biossurfactante. No entanto, observa-se que a tenséo
superficial inicial do meio de cultivo possui um valor 45 % menor do que o da
agua destilada a 25 °C (72,25 mN/m) sugerindo a presenca de surfactantes na

composicao do meio, provavelmente associados ao 6leo de soja.
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Figura 12. Concentracao celular (g/L) em funcdo do tempo de cultivo de Psychrobacter
marincola em meio Marine Broth adicionado de 1 % de 6leo de soja como fonte de
carbono, a 30 °C, e 120 rpm. Os simbolos representam as replicatas dos valores
experimentais e a curva foi tracada com o melhor ajuste entre os pontos.
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Figura 13. Atividade enzimatica da lipase (U/L) em funcdo do tempo de cultivo de
Psychrobacter marincola em meio Marine Broth adicionado de 1 % de 6leo de soja como fonte
de carbono, a 30 °C, e 120 rpm. Os simbolos representam as replicatas dos valores
experimentais e a curva foi tracada como o melhor ajuste entre os pontos, considerando a
existéncia ou ndo de diferengas estatisticamente significativas entre os valores encontrados
para cada tempo.
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Figura 14. Tenséo superficial (mN/m) em funcéo do tempo do caldo de cultivo de
Psychrobacter marincola em meio Marine Broth adicionado de 1 % de éleo de soja como
fonte de carbono, a 30 °C, e 120 rpm. Os simbolos representam as replicatas dos valores
experimentais e a curva foi tracada como o melhor ajuste entre os pontos, considerando a
existéncia ou ndo de diferencas estatisticamente significativas entre os valores
encontrados para cada tempo.
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Figura 15. indice emulsificante (%) em fungdo do tempo do caldo de cultivo de
Psychrobacter marincola em meio Marine Broth adicionado de 1 % de 6leo de soja como
fonte de carbono, a 30 °C, e 120 rpm. Os simbolos representam as replicatas dos
valores experimentais e a curva foi tracada como o melhor ajuste entre os pontos,
considerando a existéncia ou ndo de diferencas estatisticamente significativas entre os
valores encontrados para cada tempo.

As pesquisas encontradas sobre P. marincola (ROMANENKO et al.,
2002; BOZAL et al., 2003; ETTOUMI et al., 2010) envolvem estudos
taxonbmicos e caracteristicas fenotipicas da espécie, permitindo conferir as
condicbes ideais de crescimento deste microrganismo. Romanenko e
colaboradores (2002) descrevem a temperatura ideal de crescimento, que
ocorre entre 25 °C e 28 °C. Como meio de cultivo, é necessario agua do mar
com, obrigatoriamente, 1 % a 15 % de cloreto de sdédio (NaCl) para o
desenvolvimento. Segundo Bozal e colaboradores (2003), Psychrobacter
marincola nédo foi capaz de produzir lipase utilizando substratos de cadeias
longas (C14). Em relacdo ao género, Zhang; Lin; Zeng (2007), descrevem a
atividade lipolitica extracelular de uma espécie de Psychrobacter isolada de
sedimento da Antartica. A producdo de lipase alcancou 2,33 U/mg utilizando
azeite de oliva como substrato e 3,826 U/mg utilizando Trimyristina (C14),
representando a preferéncia do microrganismo por acidos graxos de cadeia
média a longa como substrato. A adicdo de Ca* e Mg®" aumentou 17 e 23 %
respectivamente a atividade enziméatica, e o uso de Triton X-100, Tween 80 e

Tween 40 foram positivo para a producéo de lipase.
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N&o foi possivel comparar os dados cinéticos obtidos neste trabalho com
outros trabalhos reportados na literatura, pela completa auséncia de dados
para este género. Deve-se ressaltar que a baixa atividade de lipase encontrada
nao necessariamente esta relacionada com a incapacidade de producédo de
lipase pelo microrganismo. O resultado positivo no teste qualitativo é um
indicativo da producgédo de lipase. Além disto, Romanenko et al. (2002) relatam
a capacidade deste microrganismo em crescer utilizando Tween 80, o0 que

pode estar associado a producéo desta enzima.

4.3.2. Enterococcus casseliflavus

Nas Figuras 17, 18, 19 e 20 est&o apresentados o crescimento celular, a

atividade de lipase, a tensao superficial e o indice de emulsificagédo obtido para
E. casseliflavus.
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Figura 16. Concentragdo celular (g/L) em fungdo do tempo de cultivo de Enterococcus
casseliflavus em meio Marine Broth adicionado de 1 % de 6leo de soja como fonte de carbono,
a 30 °C, e 120 rpm. Os simbolos representam as replicatas dos valores experimentais e a
curva foi tracada como o melhor ajuste entre 0s pontos.
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Figura 18. Atividade enzimética da lipase (U/L) em fung¢do do tempo de cultivo de
Enterococcus casseliflavus em meio Marine Broth adicionado de 1 % de 6leo de soja
como fonte de carbono, a 30 °C, e 120 rpm. Os simbolos representam as replicatas dos
valores experimentais e a curva foi tracada como o melhor ajuste entre os pontos.
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Figura 19. Tens&o superficial (mN/m) em funcdo do tempo do caldo de cultivo de Enterococcus
casseliflavus em meio Marine Broth adicionado de 1% de 6leo de soja como fonte de carbono,
a 30°C, e 120 rpm. Os simbolos representam as replicatas dos valores experimentais e a curva
foi tracada como o melhor ajuste entre os pontos, considerando a existéncia ou nao de
diferencas estatisticamente significativas entre os valores encontrados para cada tempo.
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Figura 20. indice emulsificante (%) em funcdo do tempo do caldo de cultivo de Enterococcus
casseliflavus em meio Marine Broth adicionado de 1 % de 6leo de soja como fonte de carbono,
a 30 °C, e 120 rpm. Os simbolos representam as replicatas dos valores experimentais e a
curva foi tracada como o melhor ajuste entre os pontos, considerando a existéncia ou ndo de
diferengas estatisticamente significativas entre os valores encontrados para cada tempo.

Observando a Figura 17, percebe-se uma curva de crescimento celular
com todas as fases de crescimento (adaptacédo, exponencial, estacionaria e
morte), exibindo concentra¢do celular maxima de 9,06+0,99 g/L em 72 horas
de cultivo. A concentracéo celular foi obtida conforme descrito no item 3.4.1 e a
curva de calibracdo esta apresentada no Apéndice A (Figura A2). A velocidade
especifica méaxima de crescimento foi de 0,070+0,004 h™* (Apéndice B — Figura
B2). A partir deste tempo, inicia-se a fase de declinio, levando a degradacédo
celular, que reduz a concentracdo de células para 0,64+0,10 g/L, em 96h. A
concentracdo celular maxima obtida foi aproximadamente 130 % superior a
alcancada com P. marincola cultivado nas mesmas condi¢cées. Ainda, da
mesma forma que P. marincola, no tempo inicial do cultivo (To) foi possivel
detectar atividade de lipase (Figura 18), ainda que incipiente (0,006+0,02 U/L)
gue pode ter sido adicionada ao meio como componente do inéculo. Esta
atividade decaiu para 0,005+0,0001 U/mL em 24 h, mantendo-se constante ao
longo de cultivo. A tenséo superficial do meio de cultivo (Figura 19) e o indice
emulsificante (Figuras 20), mantiveram-se constantes ao longo do cultivo, com
valores de 39,36%£2,64 mN/m e 40,23+4,27 %, respectivamente, ndo sendo
possivel detectar a producdo de biossurfactantes, como o ocorrido com P.
marincola.
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Como descrito no item 4.2, a bactéria E. casseliflavus est4 associada a
saude dos seres humanos e animais, sendo encontrada em uma ampla
variedade de processos infeciosos, principalmente as hospitalares. Os estudos
com esta espécie sdo voltados para o sequenciamento genémica (LOZANO et
al., 2017; MEDEIROS et al., 2010), caracteristicas clinicas (REID et al., 2001),
e estudo de resisténcia a antibiéticos (ZAHID et al., 2017; SAFARI et al., 2016).
N&o existem na literatura consultada (Portal de Periddicos da CAPES) estudos
cinéticos de crescimento e de producédo de lipase e biossurfactantes. Ainda,
com base nesta literatura, podemos afirmar que este € o primeiro registro da
presenca da espécie em manguezais.

Dworniczek e colaboradores (2012) avaliaram o comportamento de E.
casseliflavus apods seu isolamento de feridas infectadas e observaram que a
espécie é resistente a ampicilina, ndo sendo produtora de lipase através da
metodologia agar Spirit Blue.

4.3.3. Bacillus pumilus
Na Figura 21 é apresentada a cinética de crescimento celular de B.
pumilus. A concentracao celular foi obtida conforme descrito no item 3.4.1 e a

curva de calibracdo esta apresentada no Apéndice A (Figura A3).
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Figura 21. Concentracdo celular (g/L) em fung&o do tempo de cultivo de Bacillus pumilus em
meio Marine Broth adicionado de 1 % de 6leo de soja como fonte de carbono, a 30 °C, e 120
rpm. Os simbolos representam as replicatas dos valores experimentais e a curva foi tracada
como o melhor ajuste entre os pontos.
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Nao foi possivel detectar a fase lag de crescimento, provavelmente pelo
fato desta ter ocorrido antes do periodo de 24 horas. B. pumilus alcanca sua
concentracao celular maxima de 3,44+0,20 g/L em 24 h de cultivo e, apos este
periodo, ocorre o declinio da concentragao celular, que atinge 2,15+0,28 g/L. A
velocidade especifica maxima de crescimento foi de 0,145%0,035 h-1
(Apéndice B — Figura B3).

Da mesma forma que P. marincola e E. casseliflavus, foi possivel
detectar atividade de lipase (0,003+£0,001 U/L), ainda que incipiente, ja no inicio
do cultivo (To), provavelmente associada ao inéculo. Porém, a atividade
decresce em 24 h para 0,002+0,001 U/L, mantendo-se constante até o final do
cultivo (96h) (Figura 22).
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Figura 22. Atividade enzimética da lipase (U/L) em funcdo do tempo de cultivo de Bacillus
pumilus em meio Marine Broth adicionado de 1 % de 6leo de soja como fonte de carbono, a 30
°C, e 120 rpm. Os simbolos representam as replicatas dos valores experimentais e a curva foi
tracada como o melhor ajuste entre os pontos.
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Figura 23. Tensdo superficial (MN/m) em funcdo do tempo do caldo de cultivo de Bacillus
pumilus em meio Marine Broth adicionado de 1 % de 6leo de soja como fonte de carbono, a 30
°C, e 120 rpm. Os simbolos representam as replicatas dos valores experimentais e a curva foi
tracada como o melhor ajuste entre os pontos, considerando a existéncia ou nao de diferencas
estatisticamente significativas entre os valores encontrados para cada tempo.
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Figura 24. indice emulsificante (%) em funcdo do tempo do caldo de cultivo de Bacillus pumilus
em meio Marine Broth adicionado de 1 % de 6leo de soja como fonte de carbono, a 30 °C, e
120 rpm. Os simbolos representam as replicatas dos valores experimentais e a curva foi
tracada como o melhor ajuste entre os pontos, considerando a existéncia ou ndo de diferencas
estatisticamente significativas entre os valores encontrados para cada tempo.
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A) B) C)

Figura 25. Determinacao do indice de emulsificagdo. A) Tubo de ensaio contendo 3,5 mL do
caldo de 72 horas de cultivo, livre de células de B. pumilus adicionado de 2,0 mL de 6leo de
soja. B) Mistura submetida a agitacdo maxima no vortex Vision por 2 min. C) Mistura apoés ter
sido mantida em repouso por 24 horas.

Como ja observado para os demais microrganismos avaliados, nao foi
detectada a variacdo da tenséo superficial do meio ao longo do cultivo de B.
pumilus (Figura 23). A tensao superficial do meio de cultivo inicial foi de
39,59+£2,89 mN/m, mantendo-se constante ao longo do cultivo. No entanto, o
caldo de cultivo de 72 h (T7,) proporcionou um maior indice de emulsificacdo
(43,49+0,47 %) do que o meio de cultivo no tempo inicial (To) (35,00£3,80 %),
conforme demonstrado nas Figuras 24 e 25. Na Figura 25, o indice de
emulsificacdo € dado pela relacdo percentual entre a altura da camada
emulsificada dividida pela altura total da coluna do liquido.

Por ser encontrado em varios ambientes marinhos, em sedimentos, em
animais como estrelas do mar, peixes, ostra e lagostas (PARVATHI et al.,
2009) as bactérias do género Bacillus sdo muito estudadas. Arild e
colaboradores (2013) descrevem trés tipos de lipases provindas de B. pumilus
da Antartida, com atividades de lipase de 1,19 a 1,56 U/mL, usando azeite
como fonte de carbono. Isolada do efluente de industrias por Sangeetha,
Geetha e Arulpandi (2010), B. pumilus, apresentou uma producao lipidica de 18
U/mg quando cultivada por 26h, a 180 rpm e 37 °C, em meio contendo 1% de
glucose, 0,3% de extracto de levedura e 1 % de tributilina (em tampé&o fosfato
de sédio, pH 9,0) pelo método fotométrico. Para B. cereus, a produ¢cdo maxima

de lipase (0,987 U/mL) foi observada em 24h, quando foi utilizado meio de
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cultivo com 2 % de amido. Rabbani e colaboradores (2013) reportaram
atividade lipolitica de 2,33 U/mL por B. pumilus isolada de solo contaminado
com 6leo e de 4,55 U/mL em meio Luria-Bertani (LB) com 2 % de azeite, com
concentracdo celular maxima obtida apdés 30 horas de incubacéo, processo
este considerado lento para crescimento bacteriano.

Oliveira (2010) analisou a reducédo da tensao superficial no meio de
cultivo de B. pumilus adicionado de diferentes substratos, em diferentes
concentracdes. Os melhores resultados foram obtidos utilizando sacarose 4 %
(32 mN/m) em 72 h de cultivo e 2 % de 6leo residual de fritura, no tempo de 24
h (45 mN/m). Bento et al. (2005) reportaram uma tensao superficial de 49,5
mN/m e um indice de emulsificacdo de 59 % promovidos por B. pumilus em
meio de cultivo contendo oOleo diesel como Unica fonte de carbono.

Segundo Cooper e colaborares (1981) o desempenho da surfactina de
Bacillus subtilis € dependente do pH. Em pH 2, a tensdo superficial do meio
contendo surfactina foi de 62 mN/m, mas em pH 6, a tenséo foi reduzida para
27 mN/m.

Alguns autores relatam a dependéncia do indice de emulsificacdo com a
substancia a ser emulsificada. Barros et al. (2008) avaliaram o indice de
emulsificacdo do caldo de 48 h de cultivo de B. subtilis utilizando éleo de milho,
azeite de oliva, 6leo de gergelim e 6leo de soja encontrando 26 %, 15,8 %, 6
2% e 62,54 %, respectivamente. Oliveira (2010) encontraram um indice de
emulsificacdo de 42,5 % promovido pelo caldo de cultivo de 72 horas de B.
pumilus cultivado em melaco, sobre tolueno. Segundo Bueno; Da Silva; Garcia
(2010), o indice de emulsificacdo do tolueno promovido pelo caldo de cultivo de
B. pumilus é influenciado pelo pH, apresentando o melhor IE (48,8 %)
utilizando caldo de cultivo de 72 horas e pH 5 e 0 mais baixo (35,5 %) com o
caldo de 96 horas de cultivo e pH 8. O melhor indice de emulsificagédo (54,5 %)
foi obtido quando o sobrenadante do cultivo de 48 horas de B. pumilus com
gasolina foi utilizado (BUGAY, 2009).

Pinto, Martins e Costa (2009) compararam a producdo de
biossurfactantes por culturas mistas e puras de Bacillus cereus, Bacillus
mycoides e Corynebacterium aquaticum. A cultura pura de Corynebacterium
aguaticum apresentou a menor tensdo superficial (28,8 mN/m), com uma

concentracdo celular de 1,98 g/L demonstrando que a producdo de
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biossurfactante por este microrganismo néo foi aumentada pela presenca do
género Bacillus.

A Tabela 1 apresenta um compilado dos resultados encontrados neste
trabalho com relacédo as cinéticas de crescimento celular, producéo de lipases

e biossurfactantes.

Tabela 1. Dados de crescimento celular, atividade de lipase, reducéo da tenséo
superficial, e aumento do indice de emulsificacdo obtidos para Psychrobacter
marincola, Enterococcus casseliflavus e Bacillus pumilus.

Concentracéao Atividade Reducdo da Aumento do
Microrganismo celular maxima maxima de Tenséo indice de
(g/L) lipase (U/L) superficial emulsificacéo
(%) (%)
P. marincola 3,95 +0,08 (72 h) 0,0045+0,0001 0 0
(96 h)
E. casseliflavus  9,06+0,99 (72 h) 0,006+0,02 0 0
(0 h)
B. pumilus 3,44+0,20 0,002+0,001 0 24,26 (72 h)
(24 h) (24 h)

Fonte: a autora

Os microrganismos avaliados foram cultivados a 30°C e utilizando 6leo
de soja como fonte de carbono em 120 rpm. Esta condicdo pode néao ser a
condicdo Otima para a producdo de lipase, levando a concluir que novos
estudos sdo necessarios, utilizando novas fontes de carbono e indutores de
lipase. Outro fator que pode estar associado a baixa atividade enzimatica é o
substrato utilizado para a realizagdo da quantificacdo da enzima. Neste
trabalho, utilizou-se pNPP como substrato. No entanto, Lailaja;
Chandrasekaran (2013) observaram reducéo na atividade de lipase de
aproximadamente 190 U/mL para 40 U/mL quando pNPB e pNPP foram
utilizados, respectivamente, sugerindo melhor especificidade da enzima por
substratos de cadeia curta.

A otimizacdo do meio de cultura geralmente depende do organismo e da
composicdo do meio (TREICHEL et al., 2010) e, como fator mais significativo, o
tipo de fonte de carbono e nitrogénio utilizado (RABBANI et al., 2013). A
diferenca oscilatéria entre o tempo e producéo de lipase pode ser explicada
pela producao de outras enzimas, como as proteases que degradam as lipases
no tempo de 48 horas, ou outros fatores relativos ao metabolismo bacteriano,

tais como estresse nutricional (BALDO et al., 2013).
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Nos testes como indicativo para biossurfactantes (lise do agar sangue,
tensao superficial e indice emulsificante), o método de lise de agar sangue foi
incluido neste estudo uma vez que € amplamente utilizado como método
preliminar de triagem na deteccdo da producdo (BANAT, 1993;
YONEBAYASHI, et al., 2000, MULLIGAN, et al., 1984). No entanto, nenhum
dos estudos menciona a possibilidade de producdo de biossurfactante sem
atividade hemolitica. Carrillo et al. (1996) encontraram associacdo entre a
atividade hemolitica e a producéo de surfactantes, e recomendaram o teste da
lise de agar de sangue, porém apenas 13,5 % das cepas estudadas reduziram
a tensao superficial abaixo de 40 mN/m. No trabalho apresentado, ndo ocorreu
nenhuma, mesmo com atividade hemolitica presente.

De acordo com a literatura, 0s microrganismos para serem
considerados bons produtores de biossurfactantes devem reduzir a tensdo
superficial do sobrenadante em relacdo da &gua, abaixo de 40 mN/m e em
torno de 35 mN/m (DESAI; BANAT, 1997; BATISTA et al., 2006). O resultado
negativo pode estar associado a baixa tensdo superficial inicial do meio de
cultivo utilizado. Este dado sugere a presenca do surfactante na composi¢cao do
meio. Sendo assim, mesmo que tenha ocorrido a producdo deste metabdlito
pelo microrganismo, este ndo afetaria a tensdo superficial do meio. Oliveira
(2010) observou, utilizando diferentes substratos de cultivo para Bacillus
pumilus, que a relacdo entre 0 aumento da concentracdo de biossurfactante e a
reducdo da tensédo superficial ndo é linear, mantendo-se constante a partir de
determinada concentracao.

Quanto ao indice de emulsificacdo, este também depende da substancia
a ser emulsificada. Segundo a literatura, para que a emulsédo seja considerada
satisfatéria, deve apresentar valor superior a 40 % (YOUSSEF et al., 2004), e
nem todos os biossurfactantes sado bioemulsificantes (ROSENBERG; RON
2001; NITSCHKE; PASTORE, 2002) e nem sempre esta associada a atividade
de reducdo da tensdo superficial (VAN DYKE et al., 1993; WILLUMSEN;
KARLSON, 1997; BOSCH et al., 1988; MAKKAR; CAMEOTRA, 1997).

Oliveira et al. (2014) avaliaram a capacidade emulsificante do caldo de
cultivo de Bacillus subtilis Jag248 cultivado por 30 horas em Meio Mineral e em
suco de caju clarificado sobre diferentes fontes hidrofébicas (6leo de soja,

guerosene e N-hexadecano). Os autores observaram que, quando o caldo de
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cultivo de suco de caju clarificado foi utilizado, os indices de emulsificacdo
foram de 0, 56,86 e 36,28 % para Oleo de soja, querosene e N-hexadecano,
respectivamente. No entanto, quando o caldo de cultivo do Meio Mineral foi
utilizado, os indices de emulsificacdo obtidos foram de 57,0; 7,2 e 9,64 %,
respectivamente. Os resultados mostram que o indice de emulsificacdo
depende tanto do substrato utilizado no cultivo como da fonte hidrofobica
utilizada.

Neste trabalho, o 6leo de soja utilizado como fonte hidrofobica e
substrato de cultivo pode n&o ter sido adequado para obtencdo de lipase e

biossurfactantes em valores considerados proprios.
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5. INTERDISCIPLINARIDADE

A interdisciplinaridade na ciéncia surge como uma proposta agregadora
do conhecimento, oferecendo subsidios para interpretacdo de fenbmenos nao
compreensiveis a partir do conhecimento obtido em uma Unica area do saber.

Este trabalho teve por objetivo bioprospectar microrganismos produtores
de lipases e biossurfactantes fazendo uso da biotecnologia, interdisciplinar na
sua esséncia, pois necessita de um conjunto multidisciplinar de conhecimentos
para ser aplicada.

Na area ambiental, os biossurfactantes sdo utilizados em processos de
biorremediacéo, dispersdo no derramamento de 6leos, remocao e mobilizacao
de residuos de 6leo em tanques de estocagem e na recuperacao de petréleo.
Na agricultura, podem ser utilizados para obter uma distribuicdo uniforme de
fertilizantes e na formulacdo de herbicidas e pesticidas. Na area da saude,
possuem varias aplicacoes farmacéuticas como a inibicdo da formacédo de
coagulos, a formacdo de canais ibnicos em membranas, atividade
antibacteriana, antiviral, antitumoral e antifingica e inibicdo da adesdo de
bactérias entéricas patogénicas. Ainda, na industria de alimentos, possuem
aplicacdo em panificacdo e produtos derivados de carne, influenciando nas
caracteristicas da farinha e na emulsificacdo de gorduras, para formulacdes de
sorvetes e cremes.

Em relacdo as lipases, podem ser aplicadas na area ambiental na
producao e remocao da polpa produzida para a fabricacéo de papel. Também é
considerada um indicador da biodegradacdo de 6leo diesel em solos recém-
contaminados, por degradar os residuos de 6leo no ecossistema costeiro. Na
area da saude, a producdo de lactonas sintéticas por lipases constitui uma
importante aplicacdo destas enzimas na industria farmacéutica. Lipases
também podem ser utilizadas como agentes terapéuticos no tratamento de
insuficiéncia pancreatica exdcrina.

Sendo assim, além de contribuir para o conhecimento da microbiota
existente em uma area de extrema importancia ambiental, este trabalho
também permitiu conhecer a potencialidade de producdo de lipases e
biossurfactantes, compostos com vasta aplicacdo tanto na area da saude como

na area ambiental.
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6. CONCLUSAO

Neste trabalho de bioprospeccao foi possivel isolar trés microrganismos
do manguezal da Baia Babitonga que, por meio de testes qualitativos,
apresentaram indicativo de producdo de lipases e biossurfactantes:
Psychrobacter marincola, encontrado em amostras coletadas préximo ao Porto
(Porto) e préximo a moradias (Moradia); Entereccocus casseliflavus,
encontrado nas amostras coletadas préximo ao Porto e no local considerado
mais preservado (Controle) e Bacillus pumilus, encontrado nos trés pontos
amostrados.

O cultivo submerso dos isolados permitiu avaliar a cinética de
crescimento celular e de producdo de lipases e biossurfactantes. Somente
Psychrobacter marincola, em 96 h de cultivo, foi capaz de produzir lipase, ainda
gue de forma bastante incipiente 0,0045+0,0001 U/mL. Nao foi possivel
detectar a reducdo da tenséo superficial do meio de cultivo como indicativo da
producdo de biossurfactantes por nenhum dos microrganismos testados, e
somente B. pumilus foi capaz de proporcionar um aumento de 24,26 % no
indice emulsificante, em 72 h de cultivo. Os baixos valores encontrados podem
tanto ser atribuidos a baixa capacidade de producdo de lipases e
biossurfactantes pelos microrganismos isolados, bem como podem ser
resultantes das condi¢des de cultivo utilizadas (meio de cultivo — éleo de soja
como fonte de carbono, temperatura, pH etc.).

Este trabalho traz como perspectiva o estudo do meio e das condi¢des
de cultivo na tentativa de otimizar a producdo de lipases e biossurfactantes
pelos microrganismos isolados. Ainda, a presengca de Entereccocus
casseliflavus, um conhecido patdogeno oportunista, em sedimentos do
manguezal da Baia Babitonga requer estudos mais aprofundados sobre a

possivel origem e resisténcia a antimicrobianos.
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APENDICE A

Curvas de calibracdo da concentracao celular
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Figura Al- Curva de calibragéo resultante do plote da concentracdo celular de Psychrobacter
marincola em funcéo da absorbancia (560 nm).

0,045 -

0,04 -
£0,035 -
0,03 -
0,025 -
0,02 -
0,015 -
0,01 -
0,005 -

0 T T T T T T 1
0,000 0,010 0,020 0,030 0,040 0,050 0,060 0,070

Concentracgao celular (g/L)

y=0,6165x + 0,0015
R?=0,9937

Absorbancia (560 n

Figura A2- Curva de calibracéo resultante do plote da concentracdo celular de Enterococcus
casseliflavus em funcéo da absorbancia (560 nm).
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Figura A3- Curva de calibracao resultante do plote da concentracdo celular de Bacillus pumilus
em funcao da absorbancia (560 nm).
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APENDICE B

Determinacgédo da velocidade especifica maxima de crescimento
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Figura B1- Logaritmo neperiano (In) da concentracao celular de Psychrobacter marincola em
funcéo do tempo de cultivo.
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Figura B2- Logaritmo neperiano (In) da concentracéo celular de Enterococcus casseliflavus em
funcéo do tempo de cultivo.
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Figura B3- Logaritmo neperiano (In) da concentracdo celular de Bacillus pumilus em funcéo do
tempo de cultivo.
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