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INTRODUCAO

A agroindistria € hoje um importante segmento da atividade econdmica mundial,
destacando-se o beneficiamento animal (FERNANDES, 2007). Em frigorificos, alto
consumo de dgua acarreta grandes volumes de efluentes - 80 a 95% da dgua consumida
¢ descarregada como efluente liquido (CONAMA, 2005). Os frigorificos geram um
efluente com elevada carga organica e teor de nutrientes que, uma vez lancados ao
ambiente causam sério impacto e eutrofizacdo. Segundo resolu¢do do CONAMA de 17
de maio de 2005, nenhum efluente pode ser desprezado sem tratamento previu. Elevadas
concentragdes de lipidios resultam na formacao de uma camada de gordura nas lagoas de
tratamento, que impede as transferéncias de oxigénio, prejudicando o tratamento
biolégico aerébio de degradacdo da matéria organica. A concentragdo de lipideos pode
levar a um aumento da quantidade de microrganismos filamentosos, resultando na
formacdo de lodos com diferentes caracteristicas fisicas (diminuicdo da densidade) e
reduzidas atividades hidroliticas, fendmeno que interfere negativamente nos sistemas de
tratamento de efluentes por dificultar a acdo dos decompositores microbioldgicos (PUJOL
et al. ,2007).

Nos ultimos anos tem crescido o interesse por surfactantes de origem microbiana,
denominados biosurfactantes. Estes, em comparacdo com os surfactantes sintéticos
apresentam vantagens devido a sua baixa toxicidade, alta biodegradabilidade, producao
a partir de substratos renovdveis, estabilidade em valores extremos de pH e temperatura
(FERMANDES, 2007). Residuos organicos e industriais sao apontados como possiveis
substratos para a produgdo de biosurfactantes, barateando seu custo (MEIRA, 2007 ).

A eficicia do biosurfactante € determinada por uma andlise simples envolvendo a
concentracdo micelar critica (CMC), determinada por sua solubilidade em fase aquosa
ou a concentragcdo minima requerida para atingir a mais baixa tensao superficial ou
interfacial. A por¢do hidrofilica é constituida de grupos catidnicos, anidnicos enquanto
que a hidrofébico geralmente é um hidrocarboneto linear ou ramificado, apresentando
ou nao duplas ligacdes e ou grupos aromaticos (MEIRA, 2007; FERMANDES, 2007).
Alguns organismos produzem enzimas do grupo das hidrolases capazes de catalisar uma
gama de reacOes de interesse a agroindustria pautado, sobretudo na grande
especificidade por um substrato, os triglicerideos, estas enzimas sdo conhecidas como
lipases, estas hidrolisam especificamente Oleos e gorduras. As lipases podem ser
oriundas de grupos bacterianos, flingicos, vegetais e animais (FERNANDES, 2007;
MEIRA, 2007). O processo de obtencdo das lipases e biosurfactantes por
microrganismos, segundo YOSSEF er al. (2003) se da por meio de fermentacdes em
estado sdlido ou submersas estando envolvidos no processo a selecio do



microrganismos, substrato e a caracterizagdo dos nutrientes assim como o suporte para
as c€lulas microbianas, relacionando-se fortemente com a umidade, pH, temperatura
tornando evidente a produtividade atingida direcionando a sele¢cdo dos mais versateis ou
especificos de acordo com a aplicabilidade esperada (YOSSEEF et al., 2003).

OBJETIVOS

Isolamento e caracterizagdo de bactérias de efluentes frigorificos quanto a producdo de
biosurfactante e lipase como um método de selecdo para aplicacdo em tratamento de
efluentes frigorificos.

METODOLOGIA

Microrganismos

As bactérias foram isoladas a partir de quatro diferentes pontos do reservatério de
tratamento bioldgico, denominados RC, RA, RB e RD, e semeados em placa TSA
suplementado com 10% de efluente liquido. Foi realizada uma coleta de lodo residual,
denominado RE. As semeaduras foram incubadas a 28°C, e colonias bacterianas
distintas foram obtidas pela técnica do esgotamento. As linhagens isoladas foram
caracterizados morfologicamente pela técnica da Coloragcdao de Gram.

Ensaio de condicao experimental

Aliquotas das diferentes condi¢des experimentais (LB 10, 30, 50, 70, 90 e 100% e
Efluente de frigorifico 10, 30, 50, 70, 90 e 100%) foram analisadas em
espectrofotometro quantificando a absorbancia a 600nm e a quantidade de proteinas
totais a 595 nm, de acordo com o método calorimétrico de Bradford

Teste Colapso da Gota

Obedecendo a condi¢do experimental, os isolados foram testados qualitativamente pelo
do colapso da gota em tampas de placa Elisa. Os pocos foram untados com 2 pL de 6leo
de motor 10 W-40, em seguida 5 puL dos sobrenadantes dos isolados foram colocados
em cada um dos pocos rasos e o espalhamento das gotas avaliado apds 2 minutos. O
resultado foi considerado positivo quando se percebeu visualmente o espalhamento da
gota (YOUSSEEF et al., 2003).

Ensaio em meios indutores (Sais e Glicerol) a producao de biosurfactante

A producio de biosurfactantes foi induzida empregando os seguintes meios: A) Meio de
sais (1.9 g/l de (NH4)2SOs, 3.0 g/L de KH,PO4, 7.0 g/l de K,HPO4 e 2.0 g/L de
MgSO,) e B) meio de glicerol 3%. Os isolados bacterianos foram inoculados em 50 mL
destes meios e agitados por 24h a 28 C em shaker a 150 RPM. Apés crescimento
microbiano o teste do colapso da gota foi realizado.

Ensaio com geradores atmosféricos de Anaerobiose e Carbono aumentado

Todas as bactérias isoladas foram incubadas a 28°C em cémara de anaerobiose
Anaerobac e com gerador de CO,, durante 7 dias.

Meio diferencial para linhagens produtoras de lipase

Ensaio qualitativo de producdo de lipase constou de meio dgar suplementado com
corante Rodamina b (2%) e dleo de oliva (2%). A producao de lipase em placas de Petri
foi confirmada pela presenca de halos alaranjados, fosforescentes a luz UV, apds 48 h
de incubagdo em estufa a 28°C (FERNANDES, 2007).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A maioria das bactérias isoladas de efluentes frigorificos é Gram-positiva (14),
contrariando estudos semelhantes que apontaram maior prevaléncia de bactérias Gram-
negativas (YOSSEEF et al, 2003). A melhor condi¢do experimental selecionada foi LB
70% com 30 % de efluente de frigorifico devido ao crescimento colonial apresentado.



Apenas cinco linhagens sao produtoras de biosurfactantes, contudo, 23 bactérias
produzem lipase e dezesseis sdo anaerobicas facultativas. Estas caracteristicas podem
representar uma vantagem no tratamento biolgico do efluentes, uma vez que a quebra
da tensdo superficial pelos biosurfactantes e a hidrdlise por meio da lipase, além da
adaptacdo a condi¢do anaerobica das lagoas de tratamento pode propiciar maior redugao
da carga organica, de acordo com o que sugere MEIRA (2007)

O ensaio de producdo de biosurfactantes em meio indutor ndo identificou novas
bactérias produtoras, entretanto a quantificacdo da produgdo de biosurfactantes e lipases
estd em andamento, para que se possa selecionar as linhagens mais eficientes para
formacdo de um consoércio. A Tabela 1 apresenta os resultados da caracterizacdao
bioquimica dos isolados bacterianos.

Tabela 1: Caracterizacdo bioquimica dos isolados bacterianos.
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CONCLUSOES

Os isolados bacterianos apresentam potencial para o tratamento de efluente de
frigorifico, devido a producdo de biosurfactantes e lipases. Andlises quantitativas de
biosurfactantes e lipases estdio em andamento, o que favorecerd o emprego de

consoércios bem elaborados para este tipo de tratamento, atendendo a exigéncias do
CONAMA (2005).
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