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RESUMO

Os microrganismos produzem diversos bioprodutos como as enzimas que sao
biocatalisadores, moléculas altamente especificas, menos poluentes quando comparadas
aos catalisadores quimicos e encontram rotas de ativagao menos energéticas, acelerando
as reagdes quimicas. Os microrganismos podem ser encontrados naturalmente no solo
ou em ambientes aquaticos, podendo, inclusive, serem cultivados em laboratorio para a
avaliacdo dos maiores potenciais das atividades enzimaticas. A lipase € uma enzima que
hidrolisa ésteres de acidos graxos, incluindo os triglicerideos que sdo os principais
componentes dos 6leos, formando acidos graxos livres e glicerol. Estes hidrolisados sdo
compostos mais simples e menos prejudiciais ao meio ambiente. Sabendo que o 6leo
residual de fritura representa um importante poluente ambiental, esta dissertacdo
objetivou selecionar bactérias isoladas da biodiversidade amazonica capazes de utilizar
o 0leo residual de fritura como fonte de carbono, que em abordagens futuras, poderao
ser aplicadas em biorremediacdo. Inicialmente, a partir do genoma descrito destas
bactérias, investigou-se a presenga de genes codificadores de lipases. A anotacdo
gendmica pela ferramenta RAST possibilitou identificar provaveis genes de degradacdo
lipolitica, rotas metabolicas por KEGG, por meio da plataforma KBase e resisténcia a
antibiotico por CARD com apenas 1 resultado de resisténcia pela bactéria Pseudomonas
sp. A producdo de lipases a partir de 6leo residual de fritura foi avaliada por atividade
enzimatica com pNPP e peso das proteinas por SDS-PAGE. As melhores produgdes
lipoliticas foram da Pseudomonas sp. € do consoércio bacteriano, 226 U/L e 259 U/L
respectivamente. , A separacdo de proteinas possibilitou a detec¢do na faixa de massa

molecular esperada na Pseudomonas sp. e A. seifertii.

Palavras — chave: Oleo residual de fritura; microrganismos; lipase; meio

ambiente; polui¢do ambiental.



ABSTRACT

Microorganisms produce a variety of bioproducts, such as enzymes, which function as
biocatalysts—highly specific molecules that are less polluting when compared to
chemical catalysts and operate through lower-energy activation pathways, thereby
accelerating chemical reactions. These microorganisms can be naturally found in soil or
aquatic environments and can also be cultivated under laboratory conditions to evaluate
their enzymatic activity potential. Lipase is an enzyme that hydrolyzes fatty acid esters,
including triglycerides, the primary components of oil resulting in the formation of free
fatty acids and glycerol. These hydrolysates are simpler compounds and less harmful to
the environment. Considering that waste frying oil constitutes a significant
environmental pollutant, this dissertation aimed to select bacteria isolated from
Amazonian biodiversity capable of utilizing waste frying oil as a carbon source, which,
in future approaches, may be applied in bioremediation strategies. Initially, based on the
genome sequences of these bacteria, the presence of lipase-coding genes was
investigated. Genomic annotation performed using the RAST tool enabled the
identification of potential genes related to lipolytic degradation, metabolic pathways
through KEGG via the KBase platform, and antibiotic resistance genes via CARD,
with only one resistance result detected in Pseudomonas sp. Lipase production from
waste frying oil was evaluated through enzymatic activity assays using pNPP as
substrate and by protein profiling via SDS-PAGE. The highest lipolytic activities were
observed in Pseudomonas sp. and the bacterial consortium, with activities of 226 U/L
and 259 U/L, respectively. Protein separation further allowed detection of bands within

the expected molecular weight range in Pseudomonas sp. and A. seifertii.

Keywords: Waste frying oil; microorganisms; lipase; environment; environment

pollution.
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1. INTRODUCAO

As lipases s@o enzimas pertencentes a classe das serina hidrolases (E.C. 3.1.1.3)
e desempenham um papel fundamental no metabolismo de lipidios, catalisando a
hidrolise de triglicerideos em glicerol e 4cidos graxos livres na interface 6leo-agua.
Além disso, possuem a capacidade de catalisar reagdes de esterificacado,
transesterificagdo e interesterificacdo, o que as torna extremamente versateis para
aplicagdes industriais. Essa flexibilidade catalitica ¢ atribuida a sua estrutura nica, que
permite atuar tanto em meios aquosos quanto nao aquosos, diferenciando-as de outras

enzimas como as esterases (Shart e Elkhalil, 2020) (Pastore; Costa; Koblitz, 2003).

As lipases sdo amplamente utilizadas em diversas industrias devido a sua
especificidade e eficiéncia. Na industria alimenticia, elas sdao empregadas na
modificacdo de gorduras e 6leos para melhorar a textura e o sabor dos alimentos (Liu et
al., 2025). Na industria farmacéutica, essas enzimas sdo aplicadas na sintese de
compostos bioativos e medicamentos (Degorska ef al., 2024). No setor quimico,
destacam-se na producao de biodiesel por meio da transesterificagao de 6leos vegetais
(Passos et al., 2024), enquanto na industria de detergentes, sdo utilizadas para remover
manchas de gordura (Golani, 2024). Além disso, sua aplicacdo na oleoquimica permite
a producdo de compostos de alto valor agregado, como ésteres e surfactantes (Gomes et

al., 2006).

Um dos aspectos mais relevantes desta enzima, segundo Gomes et al., (2006), ¢
sua contribuicao para a solugdo de problemas ambientais. Elas desempenham um papel
crucial na biorremediagdo, sendo capazes de degradar residuos oleosos e gordurosos
presentes em 4guas residuais e solos contaminados. Esse processo reduz
significativamente o impacto ambiental causado por poluentes organicos persistentes.
Além disso, pode ser protagonista na produgao de biodiesel oferece uma alternativa
sustentavel aos combustiveis fosseis, diminuindo as emissdes de gases do efeito estufa
(Karaman et al., 2024). Assim, as lipases ndo apenas promovem avangos industriais,
mas também contribuem para a mitigacdo de problemas ambientais globais (Vaz e

Choupina, 2012).

A utilizagdo de 6leos em fritura ¢ uma pratica comum em cozinhas industriais e

domésticas, porém, o descarte incorreto desse residuo pode trazer sérios problemas
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ambientais. O o0leo residual de fritura ¢ considerado um residuo poluente devido a sua
alta toxicidade e baixa degradabilidade, o que pode causar impactos negativos ao meio
ambiente, como a contaminagao de solos e corpos d’agua. Diante disso, a utilizacao de
microrganismos que conseguem degradar este tipo de material ¢ extremamente
prospectada. Em comuns, estes tipos de microrganismos sdo produtores de enzimas

lipoliticas, as lipases.

Considerando o elevado volume de produgdo de dleos vegetais, somente no
Brasil ja se registra a estatistica de que, em 2020, foram produzidas 8,791 milhdes de
toneladas. Os impactos ambientais decorrentes do descarte inadequado desses residuos,
apods o consumo e uso, podem ser significativos, o que refor¢a a necessidade de que mais
estudos sejam direcionados para a busca urgente de métodos capazes de degradar esse

material em menor tempo, a fim de mitigar os danos irreversiveis ao meio ambiente.

Sabendo que este quesito ambiental e residudrio pode ser apenas mitigado,
pretende-se demonstrar a producdo de lipases por bactérias isoladas da biodiversidade
do Amazonas, tendo como fonte de carbono o 6leo residual de fritura. Além de agregar
valor a este residuo poluente, estas enzimas contribuirdo para a proposi¢do de novos

produtos biotecnoldgicos com impacto no cenario industrial.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Bioprospecc¢ao

A Convengao sobre a Diversidade Bioldgica (CDB), 1992, ¢ um marco para o
Brasil referente as politicas ambientais, econdmicas e técnicas sustentaveis conforme o
uso de recursos advindos da biodiversidade. Além disso, o Brasil possui uma estimativa
de 15 a 20 % de toda a biodiversidade mundial € em meio a essa estimativa, existe uma
proporcao de riqueza desconhecida a qual deve existir uma biodiversidade de espécies

ainda a serem descobertas.

A bioprospeccao ¢ o processo de busca, identificagdo e analise de organismos ou
materiais bioldgicos com potencial para desenvolver produtos e processos Uteis para o
ser humano. E uma abordagem interdisciplinar que envolve biologia, quimica, genética,
biotecnologia, entre outras areas (Luz, 2014; Li, et al, 2018; Peixoto, 2021; Santos,

2021).

A importancia da bioprospeccao esta no fato de que a biodiversidade ¢ uma fonte
inestimavel de recursos para o desenvolvimento de novos produtos e processos. Através
da bioprospeccao, € possivel identificar e estudar as propriedades biologicas e quimicas
de organismos e materiais bioldgicos, com potencial para uso em areas como medicina,
agricultura, alimentagdo, energia, biotecnologia, entre outras (Abreu, 2008; Peixoto,

2008; Sousa, 2012; Peixoto, 2021; Santos, 2021).

Esta abordagem também pode ser importante para a valorizagdo dos recursos
naturais e para a gera¢ao de renda para as comunidades locais, especialmente em paises
em desenvolvimento que possuem uma rica biodiversidade. No entanto, ¢ importante
que a bioprospeccdo seja realizada de forma responsavel e ética, respeitando a
propriedade intelectual e os conhecimentos tradicionais das comunidades envolvidas, e
garantindo a conservacdo da biodiversidade (LI, et al, 2018; Peixoto, 2021; Santos,

2021).

Uma forma de garantir a bioprospecgdo responsavel ¢ através da implementagdo de
acordos internacionais, como o Protocolo de Nagoya, que regula o acesso e a reparticao
de beneficios decorrentes da utilizagdo dos recursos genéticos e conhecimentos
tradicionais associados. Além disso, existem diversas iniciativas de pesquisa e
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desenvolvimento em bioprospeccdo que buscam aliar a inovagdo tecnoldgica a
sustentabilidade ambiental e social, como o uso de tecnologias limpas e processos
ecologicamente amigaveis, e a valorizagao dos conhecimentos e praticas culturais locais

(Luz, 2014; Li, et al, 2018; Peixoto, 2021; Santos, 2021).

Assim, a bioprospec¢ao ¢ uma abordagem promissora para o desenvolvimento
de novas solucdes tecnologicas e de produtos inovadores, com potencial para gerar
beneficios econdmicos, sociais e ambientais. Neste contexto, a bioprospec¢cdo vem
sendo desenvolvida para obtencao de diversos produtos de alto interesse e possuem
constante crescimento no mercado, apenas o mercado de lipases tende a ter o
crescimento de 8,8% até 2028 com faturamento de 961,85 milhdes de dolares (Zambare,

et al, 2021; Akram, et al, 2023).

2.2. Enzimas

As enzimas sdao conhecidas pela humanidade desde o final do século 17
conforme os estudos relacionados a secregdes do estomago com a digestdo de carne nos
seres humanos (Paques; Macedo, 2006). O termo “enzima” vem do grego em, (em) +
zyme, (levedura), de maneira que o nome enfatiza que a substancia esta sendo produzida
pela levedura (Gomes, 2007; Borkhar, et al, 2009). Mesmo que depois tenha sido
comprovado que ndo era uma levedura que estava associada a produ¢ao das secrecoes
digestivas, este termo utilizado pela primeira vez pelo fisiologista alemdo Wilhelm

Kunhe foi mantido (Barbosa, et al, 2010).

As enzimas sao biomoléculas, predominantemente de natureza proteica, que
atuam como catalisadores bioldgicos em reagdes quimicas. Elas sdo essenciais para a
manutencdo da vida, pois aceleram reagdes que, na auséncia delas, ocorreriam em
velocidades extremamente lentas (Garrido, et al, 2018; Barros, 2019; Souza, 2019). O
principal mecanismo pelo qual as enzimas atuam ¢ a diminui¢@o da energia de ativacdo
necessaria para que uma reacao quimica ocorra, permitindo que processos metabdlicos
essenciais sejam realizados de maneira eficiente (Bharati; Rajabakshmi, 2019; Chandra,

et al, 2020; Zavarise; Pinotti, 2020).

Uma caracteristica definidora das enzimas ¢ sua especificidade em relagdo aos

substratos, ou seja, cada enzima ¢ projetada para atuar sobre um tipo especifico de
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molécula. Essa especificidade ¢ determinada pela estrutura tridimensional da enzima,
que permite a interagcdo com o substrato de forma precisa (Glogauer, 2011; Sayali, et al,
2013; Luz, 2014; Oliveira, et al, 2014; AGUIAR, Et Al, 2018; LI, et al, 2018). Além
disso, as enzimas ndo sdo consumidas durante as reag¢des; apds catalisar uma reagao,
elas permanecem inalteradas e podem ser reutilizadas repetidamente (Barros, 2019;
Souza, 2019). Essa propriedade ¢ fundamental para a eficiéncia das reagdes bioquimicas

Nnos organismos vivos.

As enzimas também podem ser classificadas com base em suas fung¢des e tipos
de reagdes que catalisam. Por exemplo, as hidrolases atuam na quebra de ligagdes
covalentes pela adi¢ao de dgua, enquanto as ligases promovem a formacgdo de novas
ligacdes entre moléculas. (Oliveira, 2014; Garrido et al., 2018) Outra categoria
importante sdo as ribozimas, que sao moléculas de RNA com atividade catalitica. Essas
caracteristicas tornam as enzimas componentes cruciais em processos bioldgicos e
industriais, permitindo a realizacdo de rea¢des complexas sob condi¢des controladas e
contribuindo para a biotecnologia e a medicina (Aguiar, 2018; Ren, 2021; Rigo, 2021;
Santos, 2021).

Estas biomoléculas sdo produzidas por diversos organismos vivos, desde os seres
mais simples como as bactérias unicelulares até os mais complexos como animais e
vegetais. E assim participam e atuam em processos metabolicos intra e extracelular,
sendo chamados, portanto, de catalisadores bioldgicos, em oposi¢do aos catalisadores

quimicos (Adetunji; Olamiran, 2021; Pimentel, et al, 2021;).

Como supracitado, essas proteinas com capacidade catalitica aceleram e
controlam a velocidade de reagdes quimicas especificas, sem serem consumidas no
processo. A Tabela 1 elenca as classes de acordo com suas fungdes cataliticas, sendo
esta classificagdo reconhecida internacionalmente pela Unido Internacional de

Bioquimica (IUB) (Lehninger, 2014); McDonald & Tripton, 2023.

Essas moléculas sdo essenciais para a vida, pois participam de diversos
processos bioldgicos, como a digestdo de alimentos, a produ¢do de energia, a sintese de
proteinas e a replicacdo do DNA. Além de enzimas proteicas, alguns RNAs e DNAs
também possuem atividade catalitica. Em geral, estas participam em processos de
manutengdo do material genético e atividade génica (Barros, 2019; Souza, 2019;

Pimentel, et al, 2021; Ren, 2021; Rigo, 2021; Santos, 2021).



CLASSES FUNCOES CATALITICAS

1. Oxirredutases Catalisam reagoes de oxidacao-
reducao
2.Transferases Enzimas que mediam a transferéncia

de grupos funcionais de uma

molécula a outra

3.Hidrolases Catalisam reagoes de hidrolise

4.Liases Catalisam reagdes de quebra de
ligacdes, formando dupla ligacdo ou
ainda catalisar a adicdo de grupos a

duplas ligagdes

5.Isomerases Catalisam reagdes de mudanga
intramolecular em que um substrato ¢

transformado em um produto isomero

6.Ligases Catalisam a ligacdo covalente de
moléculas com simultanea quebra de

uma ligacdo de alta energia

7.Translocases Catalisam o transporte de ions e
moléculas através de membranas

celulares

Quadro 1: Classificag@o das enzimas e suas fungdes cataliticas segundo [UB (Adaptado de Lehninger, 2014)

Barros (2019) explica que as enzimas proteicas possuem uma estrutura
tridimensional especifica, que ¢ determinada pela sequéncia de aminoacidos na cadeia
polipeptidica. Essa estrutura ¢ fundamental para a atividade catalitica da enzima, pois €
nela que ocorre a interagcdo com o substrato, ou seja, a molécula que sofre a reacdo

catalisada. Além disso, Pimentel et al., (2021) ressalta que as enzimas sdo altamente
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reguladas, promovendo coordenagcdo e controle das reagdes quimicas, evitando
desperdicio de energia e reagdes indesejadas. (Souza, 2019; Bharati; Rajabakshmi,
2019; Chandra, et al, 2020; Zavarise; Pinotti, 2020; Adetunji; Olamiran, 2021; Ren,
2021; Rigo, 2021; Santos, 2021).

As enzimas sdo utilizadas em diversas aplica¢des industriais, como a produgdo
de alimentos, bebidas, medicamentos, detergentes, biocombustiveis, entre outros. Além
disso, as enzimas tém sido utilizadas em processos biotecnologicos, como a engenharia
metabolica, que permite a modificacdo genética de organismos para a produgdo de
moléculas de interesse. Embora as enzimas sejam altamente eficientes e especificas em
suas fungdes, elas sdo sensiveis a fatores ambientais, como a temperatura, o pH, a
concentragdo de substrato e a presenga de inibidores ou ativadores especificos. Portanto,
¢ importante entender as propriedades e limitagdes das enzimas para sua aplicacdo em
diferentes processos industriais e biotecnologicos (Paques, Macedo, 2006; Gomes,
2007; Borkhar, et al, 2009; Barbosa, et al, 2010; Chandra, et al, 2020; Zavarise; Pinotti,
2020; Adetunji; Olamiran, 2021; Pimentel, et al, 2021; Ren, 2021; Rigo, 2021; Santos,
2021).

2.3. Lipases e caracteristicas gerais

As lipases s3o enzimas hidroliticas que catalisam a quebra de ésteres de acidos
graxos em glicerol e acidos graxos livres (Oliveira, et al, 2014; Aguiar, et al, 2018). Os
parametros utilizados para classifica-las eram conforme o fendmeno de ativacdo
interfacial e a presenca de uma “tampa” hidrofobica, recobrindo o sitio catalitico
(Paques, Macedo, 2006; Barbosa, et al, 2010), porém esse critério pela tampa acabou
sendo inadequado, pois nem todas as lipases se encaixavam nessa caracteristica
(Glogauer, 2011; Sayali, et al, 2013; Luz, 2014). Sendo assim, as lipases foram definidas
como carboxilesterases que catalisam a hidrdlise (e sintese) de acil ésteres de cadeia
longa que possuem comprimento de 10 atomos de carbono como os triacilglicerdis
(Zavarise; Pinotti, 2020; Adetunji; Olamiran, 2021; Ren, 2021). Sao usados como
substrato padrdo de teste analitico e as lipases também conseguem degradar
componentes de cadeia menor que 10 d&tomos de carbono comparados as esterases (Rigo,

2021; Santos, 2021).
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A enzima lipase consegue catalisar reacdes inversas a hidrélise em condigdes
minimas ou at¢é mesmo auséncia de agua, sendo estas reagdes de esterificacdo e

transesterificacao e todas essas reagdes podem ser exemplificadas conforme a Figura 1.

Pode-se observar que o sentido direto, direita para esquerda, representando a
hidrélise, mostra o produto resultante da reagdo, j4 o sentido inverso, esquerda para

direita, mostra a sintese.

Aqui ja se percebe a multifuncionalidade das catélises da lipase pois a hidrolise
pode ocorrer em diversas moléculas. A esterificagdo, interesterificacdo e
transesterificacdo que transformam, incluem, ou reestruturam ésteres, respectivamente,
em outras moléculas, ¢ um exemplo classico. Estas reagdes sdo bem difundidas nas
industrias de combustiveis, aromatizantes e alimenticia (Suganuma; Kataoka; Uehara,

2024).

Outras moléculas que participam das catalises sdo as dos alcoois, na alcoolise,
os 4cidos organicos, na acidolise e as aminas, na amin6lise (Mouad et al., 2016). Nestas
reacdes encontra-se, majoritariamente, reagdes de simples troca, em que um radical
assume o posto da agua deslocada, ou de dupla troca, quando ha radicais mais

complexos na rea¢do, como pode se ver em dialcoois e triaminas.

Ja a lactonizagdo ¢ a reagdo onde se obtém lactonas, moléculas de ésteres ciclicos
de 4cidos orgénicos — anel com grupo carbonila (C=0) - cuja preparagdo tradicional
envolve catalise acida, durante a condensagao de alcool com acido carboxilico (Uno et

al., 2020).
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Figura 1: Reagdes catalisadas por lipases. O sentido direto (hidrdlise) ou inverso (sintese). (Paques e Macedo, 2006;
Luz, 2014).

As lipases sdo produzidas por uma variedade de organismos, incluindo bactérias,
fungos, plantas e animais e possuem algumas caracteristicas gerais que podem ser
incluidas em 6 aspectos seguintes (Paques, Macedo, 2006; Gomes, 2007; Luz, 2014;
Oliveira, et al, 2014; Aguiar, et al, 2018; Li, et al, 2018; Garrido, et al, 2018; Adetun;i;
Olamiran, 2021; Ren, 2021; Rigo, 2021; Santos, 2021):

Especificidade de substrato: As lipases tém uma alta especificidade de substrato e s6

podem quebrar ésteres de acidos graxos com cadeias carbonicas especificas.
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Reagdo reversivel: A reacdo catalisada pela lipase € reversivel, o que significa que ela

pode catalisar a hidrolise e a sintese de ésteres de acidos graxos.

Necessidade de cofatores: Algumas lipases requerem cofatores, como ions metalicos

ou coenzimas, para a sua atividade catalitica.

Tolerancia a solventes organicos: As lipases sdo capazes de trabalhar em meios

organicos, o que lhes confere uma ampla aplicabilidade em processos industriais.

Estabilidade térmica: Algumas lipases sdo termoestaveis € podem manter sua
atividade catalitica em altas temperaturas, o que as torna uteis em processos industriais

de alta temperatura.

Funcao emulsificante: As lipases tém uma fun¢do emulsificante, permitindo que elas
interajam com as gorduras e reduzam a tensdo superficial entre as fases lipidicas e

aquosas.

2.4. Caracteristicas Estrutural da Lipase

As lipases sdo enzimas que possuem uma estrutura tridimensional caracteristica,
composta por uma regido catalitica e uma regido ndo-catalitica. A regido catalitica ¢
responsavel pela atividade enzimdtica, enquanto que a regido ndo-catalitica pode
desempenhar diferentes fungdes, como a estabilizagdo da estrutura tridimensional, a
regulacao da atividade enzimadtica e a interagdo com outras moléculas ou proteinas
(Jaeger e Eggert, 2002; Luz, 2014; Lee, et al, 2015; Khan, et al, 2017; Sandoval, et al,
2017; Casas-Godoy, et al, 2018; Sarmah, et al, 2018; Enespa e Devendra, 2022).

A regido catalitica das lipases ¢ composta por um sitio ativo, que ¢ responsavel
pela interagdo com o substrato e pela catdlise da reagdo quimica. Esse sitio ativo
geralmente ¢ composto por um conjunto de residuos de aminoécidos, como serina,
histidina e acido aspartico, que formam um tridngulo catalitico, fundamental para a
atividade da enzima. Conforme a base de dados desenvolvida por Murzin e
colaboradores (1995), chamada SCOP - Structure Classification Of Protein
(Classificagdo Estrutural de Proteinas), agrupa as proteinas conforme niveis

hierarquicos como classe, dobra, superfamilia e familia. A classe ¢ determinada
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conforme a estrutura secundaria e definida conforme as ligagdes das a-hélices e as
folhas-B (Jaeger e Eggert, 2002; Luz, 2014; Lee, et al., 2015; Khan, et al., 2017;
Sandoval et al., 2017; Casas-Godoy et al., 2018; Sarmah et al., 2018; Enespa e
Devendra, 2022).

Além disso, a regido catalitica das lipases pode apresentar diferentes dominios,
como o dominio alfa/beta-hidrolase, o dominio dobrado beta e o dominio alpha-beta.
Esses dominios contribuem para a estabilizagdo da estrutura tridimensional da enzima e
para a interagdo com outras moléculas ou proteinas. Essas estruturas variam conforme
a fonte produtora da enzima, mas a familia o/p hidrolases serve como padrao geral de
estrutura convencional para a representacdo de lipases, conforme pode ser visto na
figura 2 (JAEGER e EGGERT, 2002; Luz, 2014; Lee, et al., 2015; Khan et al., 2017;
Sandoval et al., 2017; Casas-Godoy et al., 2018; Sarmah et al., 2018; Enespa e
Devendra, 2022).

Figura 2:Esquema da estrutura convencional representativa da lipase. As a-hélices e as folhas-f sdo representadas
pelas espirais vermelhas e flechas vermelhas, respectivamente. A localizagio da triade catalitica é indicada pelas
esferas azuis (Ser-Asp / Glu-His). As linhas compreendem as interligagdes entre as folhas- e as a-hélices, estas a
partir da 3 — Bs (Akram et al., 2023).

A regido ndo-catalitica das lipases pode apresentar diferentes estruturas, como

os dominios de ligagao ao substrato, que sdo responsaveis pela interagao da enzima com
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membranas celulares e com os lipideos, os dominios de ancoragem a superficie, que
ancoram a enzima na superficie da membrana celular, e os dominios regulatorios, que
podem ativar ou inibir a atividade enzimatica. Além disso, as lipases sdo geralmente
compostas por uma Unica cadeia polipeptidica, mas também podem formar complexos
multienzimaticos ou oligoméricos, que contribuem para a regulagdo da atividade
enzimatica e para a interacdo com outras proteinas (Casas-Godoy et al., 2018; Sarmah

etal.,2018; ENESPA e DEVENDRA, 2022).

A “tampa” € uma caracteristica estrutural de muitas lipases e normalmente ¢
composta  por uma a-hélice que cobre o sitio ativo na auséncia de um substrato. Uma
maneira dessa tampa se mover para deixar o sitio ativo exposto da enzima ¢ o contato
com a interface dgua-lipidio, promovendo o consumo do substrato. Pela figura 3,
observa-se a estrutura molecular em 3D da lipase de Pseudomonas aeruginosa
mostrando as conformacdes de a-hélices, folhas-f3, a “tampa” e o sitio ativo (Jaeger e

Eggert, 2002; Luz, 2014; Enespa e Devendra, 2022).
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Figura 3:Estruturacdo molecular no formato 3D da enzima lipase da bactéria Pseudomonas aeruginosa. Observando
diferentes perspectivas: A “tampa” esta sendo representada em verde e laranja. (a) Representagio das conformagdes
a-hélices e folhas-f. (b) Perspectiva da superficie da molécula. (c) Sobreposicdo das perspectivas (a) e (b). (d)
Corte transversal da estrutura (c¢) podendo compreender o contorno ¢ a profundidade do sitio catalitico. (e) e (f)
Demonstragio do sitio catalitico visto por uma perspectiva superior, com a serina catalitica em vermelho (Glogauer,
2011).

A compreensdo dessa estrutura ¢ fundamental para o estudo da atividade
enzimatica e para a sua aplicagdo em diferentes processos biotecnoldgicos, incluindo os

de escalas industriais.

16



2.5. Mecanismo Catalitico

Como visto, as lipases sdo enzimas que catalisam a hidrélise de ésteres de acidos
graxos e alcoois, que sdo encontrados em triglicerideos, fosfolipidios, colesterol
esterificado e outros lipideos. O seu sitio ativo ¢ composto pela triade catalitica Ser-His-
Asp/Glu (Luz, 2014; Lee et al., 2015). Esta triade ¢ semelhante ao observado em serino
proteases, devido a essa semelhanca o mecanismo catalitico para lipases segue o modelo
proposto para a quimiotripsina, uma serino protease que possui 0 mecanismo catalitico
envolvendo trés etapas principais: acila¢do, isomerizagdo e desacilagdo (Sandoval et al.,

2017; Casas-Godoy ef al., 2018; Sarmah et al., 2018).

Na etapa de acilacdo, a lipase interage com o substrato e forma um complexo
enzima-substrato. O substrato ¢ posicionado no sitio ativo da enzima e o grupo hidroxila
da serina da triade catalitica atua como nucleofilo, atacando o carbono do grupo
carbonila do substrato. Isso resulta na formagao de um intermediario acil-enzima. Na
etapa de isomeriza¢do, o intermedidrio acil-enzima sofre uma mudanga conformacional,
levando a sua isomeriza¢do para uma forma mais estavel. Isso permite a exposi¢ao do
grupo carbonila do substrato para o proximo passo da reacao (Luz, 2014; Lee et al.,

2015; Sandoval et al., 2017; Casas-Godoy et al., 2018; Sarmah et al., 2018).

Na etapa de desacilagdo, a agua ¢ adicionada ao complexo enzima-substrato, que
leva a hidrolise do éster, resultando na liberagdo do acido graxo livre e do glicerol. A
agua ¢ ativada por um segundo residuo de serina no sitio ativo da enzima, que age como
um 4cido, doando um proéton para a molécula de dgua, gerando um ion hidroxila, que
atua como um nucleoéfilo e ataca o carbono do intermedidrio acil-enzima. Isso resulta na
liberagdo do acido graxo e na regeneracdo da enzima (Luz, 2014; Lee ef al., 2015;

Sandoval et al., 2017; Casas-Godoy et al., 2018; Sarmah et al., 2018).

Em resumo, o mecanismo catalitico das lipases envolve a formagdo de um
complexo enzima-substrato, a acilacdo do substrato, a isomerizacdo do intermedidrio
acil-enzima e a desacilagdo do éster, resultando na liberacao do acido graxo livre e do

glicerol e esse processo catalitico pode ser observado pela figura 4.
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Figura 4: Mecanismo catalitico proposto para lipases. (Jaeger et al.., 1999; Luz, 2014).

Este mecanismo ¢ mais difundido, proposto por Jaeger, em 1996, elucidado por
Luz (2014) envolvendo quatro passos principais que descrevem a hidrolise de ligagoes

éster em triacilglicerois:

Em [1], o primeiro passo do mecanismo, a serina, um dos aminoacidos da triade
catalitica, ¢ ativada por desprotonagao. Essa ativa¢ao acontece num meio aquoso, onde
a histidina adquire carater de base, aceitando o proton da hidroxila da serina. Esta
desprotonacdo aumenta a nucleofilicidade do oxigénio da serina, tornando-o mais
reativo, atacando a carbonila do grupo éster, no substrato. Forma-se, entdo um

intermediario tetraédrico, onde a serina se liga a carbonila do complexo acil-enzima.

No segundo passo [2], o intermedidrio tetraé¢drico se estabiliza por interacdes
com grupo amida dos residuos de aminoacidos adjacentes. Nesta fase, o anel

imidazolico da histidina se protona, imbuindo-se de energia positiva, estabilizando o
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intermediario, negativamente carregado pela hidroxila. Este estado intermediario ¢é

crucial para a transi¢ao entre os estados de ligagdo e liberagao dos produtos da reagao.

J& na terceira etapa [3], a ligac@o entre serina € o grupo acil do substrato se
rompem. Essa ruptura culmina na liberagdo de um alcool. A enzima agora esta na forma

de um complexo acil-enzima, onde o grupo acil permanece ligado a serina.

Finalmente, na parte [4] da reacdo, um segundo ataque nucleofilico ocorre,
através do ion hidroxila (OH") do meio aquoso, ja4 mencionado. Este ataque promove a
liberacdo de um 4cido graxo e na regeneracao da forma ativa da lipase. A enzima termina

se regerando e os produtos liberados no meio.

2.6. Fontes de Lipase

As lipases podem ser encontradas em uma variedade de fontes, incluindo
organismos microbianos, tais como bactérias, fungos e leveduras. Alguns
microrganismos sao particularmente bons produtores de lipases e sdo frequentemente
utilizados na producdo comercial de enzimas. Entre as plantas produtoras de lipases,
estdo a mamona, milho, soja e amendoim. Nos animais que possuem enzimas lipoliticas,
estas sdo localizadas nos tecidos, incluindo o pancreas, intestinos, figado e tecido
adiposo (Chandra et al., 2020; Zavarise e Pinotti, 2020; Adetunji e Olamiran, 2021; Ren,
2021; Rigo, 2021; Santos, 2021).

Além dessas fontes naturais, as lipases também podem ser produzidas por meio
de engenharia genética em sistemas de expressao heterologa, utilizando microrganismos
ou c¢lulas animais para produzir grandes quantidades de enzima em escala comercial.
A Tabela 2 apresenta exemplos de lipases obtidas por fontes bacterianas, fungicas,

vegetais e animais e suas caracteristicas bioquimicas.

As propriedades de especificidade, termoestabilidade e o pH 6timo varia
conforme a fonte de obtengdo da enzima (Garrido et al., 2018; Ren, 2021). Visando a
area econOmica no processo industrial, as lipases produzidas por microrganismos
obtidas por meio de fermentagdo sao mais compensadoras e rentaveis por causa da
grande quantidade de produto em tempo relativamente curto (Barros, 2019; Chandra et

al., 2020; Rigo, 2021;), ndo dependéncia de condigdes ambientais e geograficos
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sazonais e gasto reduzido no uso de matérias primas de origem natural e/ou residuos de

outros processos. (Adetunji e Olamiran, 2021; Santos, 2021).

: ; Massa
Organismo/  Origem Temp K
Fspéci < pPH Molecular Referéncia
spécie da lipase (&9}
(kDa)
Pseudomonas B : 69- 30- 20-30 (Borkar &t ai.., 2009); (Mobarak-Qamsari; Kaws-Kermanshahi; Moosavi-Najad, 2011); (Bisht; Yadav; Darmwal, 2013);
aeruginosa acteriana 80 60 = (Noormohamadi e7 al.., 2013); (Zouaoui; Abbouni; Ghalem, 2012); (Henmansyah et ai., 2018); (Aktar & Szha 2023)
T nez;;::;:l:ﬁda Bacteriana 68=00- 3% g T 30-34 (Rhee eral., 2005); (Zainudin et ai., 2019); (Atanasova ef ai, 2023)
Bacillus Bacteriana 70- 20- 20-33 (Barbosa er ai,, 2012); (Bora & Bora, 2012); (Iqbal e Reiman, 2015); (Vasemin: Arzbaci; Givermez, 2017); (Szr 2 Elkhalil, 2020);
sp. 10=0 75 “ (Dermirkan: Ayvbey Cetinkaya: Abdou, 2021); (Akhter e al., 2022)
ASP‘-’S"I;giUHS Fingica DS;OO- 3;)0' ~37 (Milan et ai., 2007); (Farias, 2013); (Reinebr, 2015); (Macedo e Pastore, 1097); (Martins, 2021)
iz;zga Fungica 68’> 0‘ 3)90' 36-45 (Casro et ai., 2004); (Dalls-Vcchia: Nascimento; Soldi, 2004);
Rhiz 36
o;:fi :5 Fungica e 50 37.5 (Koblitz e Pastore, 2006); (Zavarize e Pinott, 2021);
e 7.0
Citrus 60- 20- n3o
bt > 5 (Delgado, 2014
sinensis Vegetal 10,0 70 especificado :
}fgz‘; Vegetal 80 45 40 (Paes s Macato, 2006)
Tom. ol %0 45 o (Pagues & Macado, 2005)
aestivum especificado
S}Z;:IZ;S Animal 80 37  45-50 (Costa & Amrim, 1995)
; 30 - nio s
: : i: Simon; Szajéni, 1997)
Sus scrofa Animal 89 60 especificado (Bagi; Simon; Szajani, 1997)
Bos taurus Animal 65 40 50 ( im; Zimmer; Astrup, 1983)

Tabela 1: Parametros 6timos de lipases conforme a fonte bacteriana, fingica, vegetal e animal.

As lipases vegetais estdo presentes nos tecidos de reserva alimentar que possuem
grande quantidade de triacilglicerdis. Logo a lipase hidrolisa os triacilglicerdis em
acidos graxos e glicerois, que por meio de reagdes biologicas, posteriormente serdo
convertidos em fonte de energia e acglcares soluveis. Este processo possui tamanha
importancia na etapa de germinagdo que ¢ a etapa de maior necessidade de energia para
o desenvolvimento do embrido. Durante a germinagao gerara fontes de carbono que por
proporcionar alta demanda energética ird construir a estrutura da muda
fotossinteticamente ativa. Dentre as vdrias lipases vegetais a temperatura 6tima varia

entre 25 a 60 °C e a massa molecular varia de 40 a 143 kDa.

As lipases animais sdo raramente estudadas uma vez que as microbianas
conseguiram melhor destaque, mas quando estudadas e isoladas, foram obtidas de

insetos, peixes e mamiferos, por exemplo. As lipases animais sdo importantes na
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digestao de lipidios e principalmente porque o organismo nao consegue solubilizar estes
componentes ¢ assim facilita o processo de absor¢ao das biomoléculas. As lipases
animais apresentam um pH o6timo variando de 4,5 a 9, temperatura 6tima de 15 a 40 °C

e massa molecular de 10 a 240 kDa (Bagi; Simon; Szajani, 1997).

As lipases microbianas se dividem entre os fungos filamentosos, leveduras e
bactérias. As lipases microbianas sdo produzidas conforme a inducdo por substancias
extracelulares. Sua indug@o pode ser obtida utilizando componentes de cadeia carbonica
longa como os 6leos, gorduras e polissorbato (Tween) que sao fontes de carbono padrdes
utilizados em laboratorio. Os principais produtores de lipases fungicas sao Aspergillus
sp, Candida sp, Mucor sp, Rhizopus sp e caracteristicas de pH 6timo por volta de 4 a
11, temperatura de 25 a 60 °C e massa molecular de 27 a 120 kDa (Zavarise e Pinotti,
2020; Adetunji e Olamiran, 2021; Pimentel et al., 2021; Ren, 2021; Rigo, 2021; Santos,
2021).

As lipases bacterianas sdo amplamente estudadas devido a sua versatilidade
catalitica e ao potencial de aplicagdo em diversos processos industriais. Existem
diversos produtores de lipases bacterianas, mas o género Pseudomonas sp conseguiu um
destaque maior na produ¢do por ser um dos primeiros a serem descobertos como
produtores de lipases e possuem alto rendimento. Outros géneros também conseguiram
destaque como Achromobacter sp, Alcaligenes sp, Staphylococcus sp €
Chromobacterium sp. As lipases bacterianas possuem o pH 6timo em uma ampla faixa,
de 4 a 10, temperatura entre 27 a 80 °C e a massa molecular de 11 a 176 kDa (Luz, 2014;
Oliveira et al., 2014; Aguiar et al., 2018; Garrido et al., 2018; Barros, 2019; Souza,
2019; Bharati; Rajabakshmi, 2019; Adetunji e Olamiran, 2021; Ren, 2021; Rigo, 2021;
Santos, 2021).

2.7. Producio Enzimatica

A producdo enzimatica a partir de microrganismos ¢ um processo complexo que
envolve varios fatores, incluindo a selecdo do microrganismo produtor de enzima, as
condi¢des de cultivo, a extragdo da enzima e a purificacdo. O primeiro passo na
producdo de enzimas microbianas ¢ a selecdo de um microrganismo produtor de enzima.

Isso pode ser feito por meio de triagem de amostras ambientais ou isolamento de

21



1)

microrganismos conhecidos por produzir a enzima desejada. Uma vez identificado o
microrganismo produtor, ele deve ser cultivado em um meio de cultura adequado para
producao de enzima, que deve ser otimizado para maximizar a produgdo. As condi¢des
de cultivo, como pH, temperatura, agitagdo, acra¢do e nutrientes, devem ser ajustadas
para fornecer o ambiente ideal para o crescimento e producdo de enzima do
microrganismo. Isso pode ser realizado por meio de experimentacdo em pequena escala
e otimizagdo das condigdes de cultivo (Pinotti, 2020; Adetunji e Olamiran, 2021;

Pimentel et al., 2021; Ren, 2021; Rigo, 2021; Santos, 2021).

Ap0s o crescimento do microrganismo produtor, a enzima ¢ extraida do meio de
cultura ou do proprio microrganismo. A extragdo pode ser realizada por diferentes
métodos, incluindo precipitagdo, centrifugacdo, filtragdo e ultrafiltragdo. Por fim, a
enzima deve ser purificada para remover quaisquer contaminantes e obter uma
preparagdo de alta pureza. Isso pode ser feito por meio de varios processos de
purificacdo, como cromatografia de afinidade, cromatografia de troca ioOnica,
cromatografia de exclusdo molecular, entre outros (Pinotti, 2020; Adetunji e Olamiran,

2021; Pimentel et al., 2021; Ren, 2021; Rigo, 2021; Santos, 2021).

O processo de producdo de enzimas microbianas pode ser desafiador e requer
habilidades técnicas e conhecimento especializado em microbiologia, bioquimica e
processos de producdo industrial. No entanto, as enzimas produzidas a partir de
microrganismos sao amplamente utilizadas em varias industrias, incluindo alimentos,

farmacéutica, téxtil, papel e biotecnologia.

2.8. Especificidade e as Aplicacoes Industriais

A lipase para se tornar uma biomolécula de alto valor agregado, ¢ necessario
avaliar a sua especificidade, seu rendimento de processo, possibilidade de purificacao,
estabilidade e destes fatores ¢ importante destacar a relagao hidrolitica do substrato, de
maneira que as lipases sejam divididas em (Chen e Sih, 1989; Luz, 2014; Sandoval et
al., 2017; Casas-Godoy et al., 2018; Sarmah et al., 2018; Adetunji e Olamiran, 2021;
Ren, 2021; Rigo, 2021; Santos, 2021):

Lipases regiosseletivas: aquelas que possuem especificidade em relagdo a posi¢do, ou
seja, a enzima tem habilidade de distinguir entre as duas posi¢oes
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externas do triacilglicerol (éster primario) e a posi¢ao interna (éster secundario). Elas

sdo subdivididas em:

a) Lipases ndo especificas: hidrolisam ésteres de &cidos graxos primarios ou

secundarios, liberando 4cidos graxos das posi¢oes sn-1 (3) ou sn-2;

0 0
| |
0" "X OH O g "X 0 X
)_I\ Lipase ndo especifica )_L. )_|\
[T »- 07 ™Y ou O Y ou OHp

C‘,l)-k X OAK OH D)J\ X

Figura 5: Reagdes catalisadas por lipases do tipo ndo especifica (CHEN; SHI, 1989).

b) Lipases 1,3-especificas: hidrolisam apenas ésteres de acidos graxos primarios, isto
¢, nas posicoes sn-1 ou sn-3, havendo casos reportados na literatura de lipases que

hidrolisam apenas a posicao 2;

OHg 0

A
0" g "X
)_k Lipase 1,3 - especifica )|\
O g Y - O Y * O Y
O)J\x ka OH

X e Y = grupo aguila
Figura 6: Reagées catalisadas por lipases do tipo 1,3 especifica (CHEN, SHI, 1989)

2) Lipases tipo-seletivas: apresentam especificidade com relagdo ao tamanho da cadeia

carbonica e/ou ao nimero de insaturagdes do grupo acila;

O

A

Candida- 0" 'R

OH
) lipase -
Eﬁ)‘a + RCO,R" &——= E"‘y"\ + R'OH

Figura 7: Acilagdo utilizando lipase enantioseletiva no phenethanol (Chen e Shi, 1989).
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3) Lipases enantiosseletivas: apresentam a capacidade de discriminar
enantidmeros em uma mistura racémica. Tal especificidade da lipase pode mudar com

o substrato e esta mudanga pode ser relacionada a natureza quimica do éster.

lipase from
Pseudomonas-
P species

T D |

J\ + ROH {

07070 HO,C CO,R
3 R

lipase from
Pseudomonas-
species
- ———
©o +H,0
RO,C CO,R RO, C CO,H

4 S

Figura 8: Lipase na etapa de acilag@o seletiva de enantidmero optico de anidro em meio com solvente
organico (3) e hidrolise no diester em meio aquoso (4). Observado assim a interferéncia do meio ao tipo de molécula

que a lipase tende a manifestar a a¢éo catalitica (CHEN; SHI, 1989).

A sintese de enzimas recombinantes com propriedades bioquimicas e cataliticas
aprimoradas por engenharia de proteinas ¢ crucial para o uso de lipases como
catalisadores industriais. A descoberta de métodos para utilizagdo desses métodos em
escala industrial possibilitou uma grande diminuicdo no custo da lipase, o que
incentivou a criagdo de diversos usos industriais. As enzimas criadas por
microrganismos geneticamente modificados e vendidas pela empresa Novozymes sdo
mostradas na Tabela 3. (Barbosa ef al., 2010; Glogauer, 2011; Sayali ef al., 2013; Luz,
2014; Oliveira et al., 2014; Aguiar et al., 2018; Garrido et al., 2018; Ren, 2021; Rigo,
2021; Santos, 2021).

Nome comercial Aplicacao principal

. Industria de oleos e
Lecitase ® Novo

gorduras
. Induastria de Oleos e
Lecitase ® Ultra
gorduras
' Industria de
Lipopan ® )
panificacao
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Indastria de Oleos e

Lipozyme ®
gorduras
Noopazyme ® Pastas e macarrdo
Palatase ® Industria de laticinios
Greasex ® Industria de couro
. Industria de
Lipex ®
detergentes
) Industria de
Lipolase ®
detergentes
NovoCor ® ADL Industria de couro
Novozym ® 388 Biocatalise
Novozym ® 435 Biocatalise
Novozym ® 525 F Biocatalise

Novozym ® 735

Industria téxtil

Novozym ® 871

Industria de
alimentos para

animais de estimagao

Novozym ® 51032

Industria de papel

Resinase

Industria de papel

Quadro 2: Aplicagdo comercial de cada tipo de lipase proposta pela marca Novozymes (Luz, 2014).

Um resumo da aplicacao das lipases na industria esta apresentado na tabela 4:

Tipos de Areas de
Aplicacoes Produtos
reacoes aplicacao
Aromas
) Hidrolise de
Alimentos para
Hidrolise o gorduras -
(Laticinios) . queljos
do leite. ‘
e derivados
Quimica S Acidos
Hidrolise de
(processament graxos, Linha de
6leos
0 diglicerideos processo
e gorduras.
de dleos) e
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monogliceride
0s
(emulsificante
S, reagentes

para analise

de lipideos)
Detergentes
' Remogao de usados '
Quimica Linha de
manchas em
(detergentes) ‘ processo
de 6leos. lavanderias e
domésticos
Intermediar
. 10s quirais
. Industria Sintese de
Esterifica¢ao ¢ésteres
fina geral ésteres )
emulsifican
tes
Esterificagao ,
‘ Oleos ou '
Industria ou Linha de
_ . _ gorduras e
alimenticia transesterifica ) processo
flavorizantes
¢ao
Sintese de
intermediario
Industria s Anti- Linha de
farmacéutica de inflamatorios processo
medicamento
S
Transesterific
‘ . Producdo
Transesterific Industria agao
de
acao fina de 6leos o
' Biodiesel
vegetais

Quadro 3:Aplicagdes das lipases conforme a reagéo catalisadora.

Fonte: Adaptado de Majumder et al., (2024); Passos et al., (2024); Ahmed et al., (2024) e Suganuma et al., (2024).
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Conforme evidenciado no Quadro 3, a separagdo por linha de processo permite
identificar nichos de aplicagdo e entrelagar industrias a ponto de que uma enzima
poderia conforme o ataque hidrolitico realizar a conformagao do produto esperado. Tal
versatilidade confere as lipases um potencial significativo de aplicagdo em diversos
setores, como as industrias quimica, de biodiesel, farmacéutica e a alimenticia.

(Degorska et al., 2024, Liu et al., 2025)

Paralelamente, ¢ pertinente considerar a inter-relacdo entre enzimas lipoliticas e
os parametros de produtividade no contexto comercial, analisando aspectos como
rendimento, estabilidade catalitica, aplicabilidade e as correlagdes moleculares

envolvidas nos processos (Ahmed et al., 2024; Passos et al., 2024).

2.9. Panorama de aplicacdo de lipases em matrizes oleosas

No Brasil, os residuos oleosos representam um grave problema ambiental,
originados principalmente da industria do petroleo e do descarte inadequado de 6leo de
cozinha A exploracdo, producgdo e tratamento de petroleo geram grandes quantidades de
residuos oleosos, como borras, lodos de estacdes de tratamento e materiais de limpeza,
classificados como residuos perigosos (Classe I) devido a presenga de hidrocarbonetos
aromaticos e alifaticos, além de metais pesados (Melo; Coriolano; Araujo, 2018). O
descarte incorreto desses residuos contamina o solo, a dgua (superficial e subterranea) e
o ar, prejudicando a vida aquatica, a satide humana e a produtividade agricola (Corréa
et al., 2018). Um unico litro de 6leo pode contaminar até um milhdo de litros de dgua,

criando barreiras que impedem a entrada de luz e a oxigenacao.

O descarte inadequado de residuos oleosos no Brasil configura uma crise
ambiental de propor¢des alarmantes, cujos efeitos deletérios se manifestam em
multiplos niveis. Ignorar a magnitude deste problema equivale a fechar os olhos para a
degradagdo progressiva de ecossistemas vitais € para o aumento da exposi¢do da
populagdo a substancias toxicas. A fonte primaria deste desafio reside na industria do
petroleo, um setor estratégico para a economia nacional, mas cuja producao gera
inevitavelmente volumes significativos de borras, lodos e outros residuos contaminados
com hidrocarbonetos (Melo; Coriolano; Araujo, 2018). A esses, somam-se 0s residuos

provenientes de estabelecimentos comerciais e residenciais, onde o 6leo de cozinha
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usado, em vez de ser reciclado, frequentemente encontra seu destino nas redes de esgoto

ou, pior ainda, diretamente no solo (Albino e Argolo, 2021).

Os residuos oleosos, quando descartados no solo, comprometem sua estrutura e
fertilidade, além de contaminar lengdis freaticos. A queima desses residuos libera
emissoes toxicas que causam doengas respiratorias (Almeida ef al., 2023). No ambiente
aquatico, a presenca de Oleo causa a mortandade de peixes, contaminagdo por metais
pesados e degradagdo de areas de preservacdo ambiental. A gestdo inadequada desses
residuos ¢ um desafio complexo, agravado pela falta de treinamento e de consciéncia

ambiental (Melo; Coriolano; Aragjo, 2018).

As consequéncias desse descaso sao multifacetadas e de longo alcance. Nos
corpos hidricos, a presenga de oleo forma barreiras impermeaveis que impedem a
penetragdo da luz solar, essencial para a fotossintese e, consequentemente, para a
manuten¢do da vida aquatica. A reducdo do oxigénio dissolvido, provocada pela
decomposi¢ao do 6leo, leva a asfixia de peixes e outros organismos, desequilibrando a
cadeia alimentar e comprometendo a biodiversidade. A contaminacao do solo, por sua
vez, afeta a fertilidade, impede o crescimento de plantas e facilita a lixiviagdo de
compostos toxicos para os lengdis fredticos, contaminando fontes de dgua potavel. Além
disso, a queima de residuos oleosos libera gases poluentes que contribuem para o
aquecimento global e para o aumento da incidéncia de doengas respiratérias na

populacgio.

Diante desse cenario sombrio, as lipases emergem como uma ferramenta
biotecnoldgica promissora para reverter esse quadro. Essas enzimas, capazes de
catalisar a quebra de gorduras e 6leos, oferecem uma alternativa sustentavel e eficiente
aos métodos tradicionais de tratamento de residuos oleosos, que frequentemente
envolvem processos quimicos agressivos ou incineragdo, gerando ainda mais polui¢ao
(Melo; Coriolano; Aratjo, 2018). A aplicacdio de lipases em processos de
biorremediacdo pode degradar os residuos oleosos em componentes menos nocivos,
como acidos graxos e glicerol, que podem ser utilizados como matéria-prima para a
producao de bioprodutos, como bioplasticos e biodiesel. Essa abordagem nao apenas
reduz o impacto ambiental dos residuos oleosos, mas também promove a economia
circular, transformando um problema em oportunidade (Monte et al., 2015). O

desenvolvimento e a implementacdo de tecnologias baseadas em lipases representam,
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portanto, um passo crucial para a constru¢do de um futuro mais limpo e sustentavel no

Brasil (Honorio, 2021).
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3. Objetivo

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a produgao de lipases por bactérias isoladas da biodiversidade amazdnica

3.2 Objetivo Especifico

(D) Identificar genes codificadores para lipase no consorcio A3;
(I)  Avaliar produgdo de lipases por bactérias cultivadas na presenca de 6leo

residual de fritura como fonte de carbono.
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4. MATERIAL E METODOS

O desenvolvimento do projeto seguiu a metodologia explicada no fluxograma

descrito na figura 9.

Reativag
a0
Analise
Genomic
a
Produg
a0
Enzim
atica
|
Ativida
.. de
Atividad Enzim
atica
e
Enzimati
ca

SDS-
PAGE

Figura 9: Estratégia experimental do projeto resumida em 4 etapas macro e suas respectivas subetapas.

4.1 Obtencao dos microrganismos

4.1.1 Resultados Anteriores

Este trabalho é um desdobramento de estudos anteriores desenvolvidos no

Laboratério de Protedmica (LAPROT). As coletas de bactérias foram realizadas nas
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proximidades do porto do Ceasa, Rio Negro, na Cidade de Manaus, em areas com
histérico de contaminagdo com combustiveis derivados de petroleo conforme € ilustrado
na figura 10 (SANTOS, 2021). As bactérias integrantes do consorcio a ser avaliado neste
trabalho (identificado por A3) encontram-se preservadas em meio Bushnell Haas/agar
(BH/Agar) (0,75 %) suplementado com diesel a 1 % e mantidas em temperatura
ambiente, no Laboratorio de Protedmica do Instituto de Ciéncias Biologicas —
ICB/UFAM. O genoma de cada bactéria do consorcio A3 foi sequenciado e seu genoma
estd em fase de analise (dados ndo publicados). As trés cepas bacterianas que integram
o consorcio A3 foram identificadas como Acinetobacter seifertii, Achromobacter
xylosoxidans e uma espécie nova do género Pseudomonas (dados nao publicados). Tanto
cultivadas em consorcio quanto como culturas puras, todas as cepas tém capacidade de
usar o diesel como fonte de carbono. Resultados obtidos por andlise protedmica
indicaram a presenga de vias metabodlicas envolvidas com a degradagdo de diferentes

compostos lipidicos (SANTOS, 2021).

(A1) - 03°08°12"S
59°56°25" W
(A3) - 03°08'06"S
59°56°20"W
L e

P (A2)-03°08°07"S
59°56°20"W
’ T

.
(AS) - 03°08°09"S
59956'18"W

Figura 10:Area de coleta dos consorcios bacterianos. Porto do Ceasa, Rio Negro, Manaus-AM. Consoércios Al, A2,
A3 e A4 coletados em 31 de agosto de 2018 (apds derramamento de 6leo na regido). Consdrcio A5 coletado em 15
de novembro de 2015.

Fonte: SANTOS (2021).

A coleta e uso das amostras bacterianas utilizadas neste trabalho foram autorizadas pelo

Sistema Nacional de Gestdao do Patrimonio Genético € do Conhecimento Tradicional
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Associado (SisGen, AE18A6B). As amostras utilizadas ndo sdo classificadas como

ameacadas ou protegidas.

4.1.2 Microrganismos selecionados

Os microrganismos selecionados para a avaliagdo foram os integrantes do
consorcio A3, Achromobacter xylosoxidans, Acinetobacter seifertii € Pseudomonas sp.
Todos os procedimentos de cultivo e atividade enzimatica foram realizados com as

linhagens puras e na forma de consorcio.

4.2 Identificacao filogenomica

Foram utilizadas 3 sequéncias genomicas obtidas pelo grupo de pesquisa
Protedmica e Bioprospec¢do no Amazonas, do laboratorio de proteoma (LAPROT), a
partir das bactérias isoladas do consorcio A3. A identificacdo das linhagens em nivel
de espécie foi realizada com base no genoma completo com o auxilio da plataforma
TYGS (https://tygs.dsmz.de) para comparagao com as espécies tipo ja caracterizadas. A
partir das espécies mais relacionadas identificadas no TYGS, foi obtido o calculo do
dDDH na férmula d2 com base na Calculadora de Distancia Genoma por Genoma
(Genome-to-Genome Distance Calculator) -GGDC- 3.0
(https://ggdc.dsmz.de/ggde.php#), em que a distdncia de DNA por DNA Hibridizado
(dDDH) > 70% ¢ considerado da mesma espécie (Meier-Kolthoff et al., 2021). Além do
dDDH, as anélises taxondmicas também foram avaliadas com base em algoritmos para
Identificacdo Média de Nucleotidios (Average Nucleotide Identity) -ANI (Lee et al.,

2015), em que valores de ANI >95% sdo indicativos de espécies conhecidas.

4.3 Anotacao gendmica e observacio de rotas metabolicas

Foram utilizadas ferramentas de bioinformatica a fim de buscar por genes
codificadores para a enzima degradadora de lipidios: lipases. Para esta etapa foram

utilizadas as ferramentas de busca RAST: https://rast.nmpdr.org/ (Rapid Annotation

using Subsystem Technology) (SOUSA, 2020) e rotas metabdlicas foram preditas
através de buscas no banco de dados KEGG — Enciclopédia de Genes e Genomas de
Kyoto (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) (Ogata et al., 1999; OLIVEIRA,
2018). Através da ferramenta Anotagdo de Leitura Dinamica e Metabolismo (Dynamic

Read Annotation and Metabolism) -DRAM para a anotacgao e utilizando a plataforma
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KBase foi possivel realizar a busca de genes para a resisténcia a antibidticos.
Explanando graficos arredondados com informagao de verde para assimilagdo positiva,
vermelho para assimilagcdo negativa e amarelo para a assimilagao de estruturas parecidas

ou componentes fora do banco de dados.

4.4 Reativacao dos microrganismos

Apoés a realizagdo das andlises de gendmicas, iniciou-se a reativacdo dos
microrganismos. As bactérias foram cultivadas em meio BH (sulfato de magnésio,
0,20g/L; cloreto de calcio, 0,02 g/L; fosfato monopotassico, 1,00 g/L; fosfato
dipotassico, 1,00 g/L; nitrato de amonio, 1,00 g/L; cloreto de ferro, 0,05 g/L),
adicionado de 1% de 6leo diesel como fonte de carbono a 150 rpm e 30 °C, durante 16h.

Esta cultura foi utilizada como pré-inoculo.

4.5 Coleta das amostras de oleo residual de fritura

A fonte de carbono utilizada para a indugdo da produgdo de lipase foi o 6leo de
residual de fritura. O 6leo foi coletado na empresa ISM GOMES DE MATTOS EIRELI
de CNPJ: 04.228.626/0001-00 fornecedora de refeicdes no Restaurante Universitario do

setor sul da Universidade Federal do Amazonas.

Foram coletados 2 litros de 6leo em garrafas PET. O liquido foi peneirado para
a retirada de solidos em suspensao, passado por uma peneira de 22 pum para a garantia

de retirada de microrganismos e armazenado em frascos ambar.

4.6 Produc¢ao Enzimatica de Lipase pelas Bactérias

Para a produgdo de lipase foi utilizado o meio BH suplementado com 1% de
6leo residual de fritura peneirado como fonte de carbono. A partir do pré-inoculo obtido
anteriormente, realizou-se um indculo com densidade densidade celular foi ajustada 0,1-

OD 600 nm.

O experimento foi conduzido em frascos tipo Erlenmeyer , incubados a 30 °C,
150 rpm por 7 dias, adaptado de Garrido e Silva (2018). Foram utilizadas triplicatas
experimentais para cada microrganismo isolado, bem como para o consorcio. Os

controles experimentais foram incubados em meio BH sem adigdo 6leo. Durante todo o
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periodo de experimentos foram monitorados o crescimento celular e a atividade

enzimatica a cada 24 horas.

4.7 Atividade Enzimatica de Lipase

A andlise da atividade enzimatica foi realizada por método fotométrico

utilizando o p-nitrofenil palmitato (pNPP) como substrato.

O volume total da atividade foi 1400 pL divididos em 140 pL de enzima
(sobrenadante de cultura), 931 pL de pNPP 2 mM e 329 pL de tampao Tris-HCL de pH
8,0. Ap6s a solubilizagdo foi incubado a 40 °C por 5 min e interrompeu a reagdo em um
banho de gelo. Por motivos de formagao de um precipitado branco foi necessario realizar
a centrifugacao das amostras a 4°C e 10.000 rpm por 10 e/ou 15 minutos, até a total
separagdo do precipitado e realizar a leitura do sobrenadante no espectrofotometro a 405

nm (GUO, et al, 2021; KOTOGAN, et al, 2022; ABDELLA, 2023).

Para a reagdo controle foi utilizada a enzima desnaturada por fervura do caldo
enzimatico durante 10 minutos. Esta reagdo foi considerada como branco para zerar o

espectrofotometro.

Foi definido como unidade internacional de atividade enzimatica (U) o valor de

1 pmol de pNP liberado por minuto (TUYSUZ, et al, 2019).

As concentragdes de pNP liberada nas reagdes foram quantificadas a partir de
uma curva padrao de pNP, cuja metodologia ¢ adaptada de Tuysuz e colaboradores
(2019): a partir de uma solug@o padrao de pNP, de 10mM, em tampao fosfato de sodio
pH 8,0, as concentragdes foram variadas entre 0,01 a I mM e suas absorbancias lidas a

405 nm, em espectrofotometro com leitor de microplaca.

4.8 Calculo da Atividade Enzimatica de Lipase

Apos a obtencao da equacgdo da reta obtida das concentragcdes de pNP liberados,
foi calculado a atividade enzimatica em U/L conforme a equacdo abaixo ( SHAH, et al,

2015):

U_ PnP xVt
 Vext

|

Onde:
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U/L = Atividade enzimatica por 1 unidade de enzima internacional por Litro;
PnP = pumol de p-nitrofenol (PNP) liberado;

Vt = Volume total da mistura reacional (L);

Ve = Volume de enzima utilizada no ensaio (L);

t = Tempo de reagdo (min);

Dil = Diluicao prévia da amostra quando necessario, caso nao, foi tratado como

constante de valor 1.

4.9 Dosagem de Proteinas

A concentragdo de proteinas totais foi determinada utilizando o método de
Bradford (1976). Para cada andlise, preparou-se uma mistura reacional com volume
final de 1500 pL, contendo 75 pL de extrato enzimatico, 1333 uLL de Reagente de
Bradford (0,01% de Coomassie Brilliant Blue G-250 em acido fosforico 8,5% e etanol
95%) e 91,5 puL de 4gua ultrapura. As amostras foram incubadas por 5 minutos em
temperatura ambiente (25 £ 2°C) sob prote¢ao luminosa (papel aluminio) para evitar
interferéncias fotoquimicas. A absorbancia foi mensurada em espectrofotometro UV-
Vis (A = 595 nm), utilizando como branco uma solu¢do controle, onde o extrato

enzimatico foi substituido por 75 pL de dgua ultrapura.

4.10 Eletroforese de proteinas

4.11.1 Eletroforese em SDS-PAGE nio desnaturante e niao redutor

Para analise da qualidade e diversidade das proteinas secretadas, a eletroforese
em gel de poliacrilamida nao desnaturante e nao redutor foi realizada. Um volume igual
a 1 mL de sobrenadante de cultura com a concentragdo de 5 pg/mL de proteinas foi
precipitado na concentrag¢do 10% de acido tricloroacético (TCA) e solubilizado em 100
puL de tampao de carregamento (Tris-HC1 0,2M pH 6,8; 4 % (v/v) SDS; 20 % (v/v)
glicerol; 0,1% (p/v) azul de bromofenol). As amostras ndo foram fervidas a fim de
garantir a conformagao das proteinas. Apos este procedimento foi pipetado 15 pL de
proteinas em pogos de gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 12 %) em tampao Tris-Glicina
Ix pH 8,3 (Tris 0,025M; Glicina 0,192M, SDS 0,1%)).
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As condi¢cdes da eletroforese foram: corrente elétrica constante no gel
concentrador de 25 mA e corrente elétrica no gel separador de 50 mA por gel, sistema
Mini-PROTEAN® gel releases (Bio-Rad), sob uma tensdo de 200 V. Para a
visualizacdo, o gel foi incubado por 1 hora em solugdo corante com azul de Comassie,
seguido de solucdo descorante por no minimo 12 horas ou “overnight”. O gel foi
digitalizado utilizando Lab Scam 5.0 (DE SOUZA, BRIGIDO ¢ MARANHAO, 2016;
FURINI, et al, 2018; ABDELLA, et al, 2023).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Dados de bioinformatica

O trabalho utilizou informagdes prévias da tese de doutorado do senhor Jefferson
como mencionado na metodologia. A cepa A-313 foi descrita como Acinetobacter
seifertii € a A-314 como Achromobacter xylosoxidans. No caso da cepa A-316,
observou-se alta similaridade com o género Pseudomonas, sem, no entanto, atingir os

critérios necessarios para definicdo ao nivel de espécie.

A avaliacdo da similaridade genomica entre bactérias tem sido fundamental para
a classificacdo taxonOmica e a compreensao da relagdo evolutiva entre diferentes
espécies. Entre as métricas mais utilizadas, destaca-se a identidade média de
nucleotideos (ANI), que, segundo estudos, deve apresentar valores superiores a 95 %
para indicar que duas amostras pertencem a mesma espécie. O ANI ¢ uma medida que
estima a porcentagem de nucleotideos idénticos em regides alinhadas de dois genomas,
sendo considerado um método robusto para delimitar espécies bacterianas (Larralde et

al., 2024; Meier-Kolthoff et al., 2021; Lee et al, 2016; Lee et al., 2015).

Para aprimorar essa analise, foi desenvolvido o OrthoANI, uma versdo
melhorada do ANI que utiliza o algoritmo BLASTn para identificar blocos ortdlogos
entre os genomas e calcula a média de identidade apenas considerando esses pares. Essa
abordagem visa resolver problemas de assimetria presentes em métodos anteriores,
garantindo maior precisdo na estimativa da similaridade gendmica. O OrthoANI,
portanto, ¢ altamente correlacionado com o ANI tradicional, mas oferece uma
metodologia mais refinada ao focar em fragmentos ortdlogos (Larralde et al., 2024;

Meier-Kolthoff et al., 2021; Lee et al, 2016; Lee et al., 2015).

Além do ANI, o indice de hibridizagdo de DNA-DNA digital (dDDH) ¢ outra
métrica importante na avaliacao de similaridade gendmica. Valores de dDDH abaixo de
um determinado ponto de corte indicam que as amostras ndo pertencem a mesma
espécie, sendo uma ferramenta complementar ao ANI na classificacdo taxondmica. A
combinagcdo dessas métricas permite uma andlise mais confidvel e detalhada,
contribuindo para a reclassificacdo de organismos e a validacao de limites taxondmicos
A importancia dessas métricas ¢ reforcada pelo fato de que elas oferecem uma

abordagem padronizada e quantitativa para a comparacdo de genomas, facilitando a
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distin¢do entre espécies e a identificagdo de possiveis inconsisténcias na classificagdo
baseada apenas em caracteristicas fenotipicas ou sequéncias de genes especificos.
Assim, o uso do OrthoANI e do dDDH tem se consolidado como uma pratica essencial
na gendmica comparativa, promovendo avangos na taxonomia bacteriana e na
compreensdo da diversidade genética (Larralde et al., 2024; Meier-Kolthoff et al., 2021;
Lee et al, 2016; Lee et al., 2015).

Compreendendo a abordagem do sofiware, é possivel a construcao de grafico de
calor (heatmap) (figura 13, 14 e 15) e seus respectivos filogramas com os genomas dos

i1solados e das espécies de referéncia do banco de dados.

Exemplo de uso foi a aplicagdao de Alves (2020) em isolados de patdégenos do
género Corynebacterium onde foi desenvolvido um classificador interno baseado em
correlacdes entre diferentes indices de parentesco gendmico, com o objetivo de
aprimorar a acuracia na identificagao de espécies dentro do grupo. Foram analisadas 213
sequéncias gendmicas provenientes do NCBI Genomes ¢ do Arquivo Europeu de
Nucleotideos, incluindo 188 classificadas. As matrizes obtidas foram combinadas
formando uma impressdo digital gendmica para cada isolado. No total, foram
conduzidas 45.369 comparacdes genoma a genoma, resultando em um dendrograma
com clados bem definidos e superior a 95%. A abordagem demonstrou elevada
capacidade de discriminar com precisdo C. belfantii e C. rouxii, mesmo dentro de um

grupo filogeneticamente proximo.

O gréafico de calor (Figura 11), referente a analise gendmica da
Acinetobacter seifertii, demonstra uma identidade genomica de 96,72% com a espécie
proposta, valor que sustenta fortemente sua validagdo estatistica como pertencente a
essa designagdo taxonOmica. A "espécie proposta" refere-se ao organismo em estudo
cuja identificagdo estd sendo verificada com base em dados gendmicos, comparando-se
com espécies previamente descritas em bancos de dados. A confirmacdo estatistica
baseia-se em métricas como o OrthoANI e o dDDH, que avaliam a similaridade
gendmica entre os genomas comparados. Nesse caso, o alto valor de identidade
diferencia A. seifertii de outras espécies filogeneticamente proximas, como A.

baumannii e A. nosocomialis, que apresentaram percentuais de similaridade

39



significativamente  inferiores, reforcando a acurdcia da  identificacdo.

Acinetobacter baumanni

Acinetobacter nosocomialis

Acinetobacter seifertii

A313

Acinetobacter wanghuae

Figura 11: Grafico de mapa de calor da bactéria A-313 que possui coloragdo mais forte para os mais proximos de
identificados e os mais claros para os mais distantes.

O grafico de calor (Figura 12) para a bactéria Achromobacter xylosoxidans
apresentou similaridade de 98,87% com a proposta e a estatistica e assim confirmando

a espécie, distanciando-se da A. insuavis, A. ruhlandii.
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Achromobacter insuavis

Achromobacter ruhlandii

Achromobacter denitrificans

Achromobacter insolitus

Figura 12: Grafico de mapa de calor da bactéria A-314 que possui coloragdo mais forte para os mais proximos de
identificados e os mais claros para os mais distantes.

A partir da observacdo dos dados propostos e estatisticos do grafico de calor
(figura 13) da bactéria A-316. Notasse o mais proximo de 90,99% evidenciando a
auséncia de identificagcdo conclusiva da espécie, por detalhar valor abaixo de 95%. E

conforme o banco de dados, a espécie mais proxima seria a P. nitroreducens.
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Pseudomonas aeruginosa
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Figura 13:Grafico de mapa de calor da bactéria A-316 que possui coloragdo mais forte para os mais proximos de
identificados e os mais claros para os mais distantes.

Conforme o estudo organizado por Amaral (2022), € possivel visualizar o uso de
heatmaps destacando como ferramenta essencial para a visualizagdo e interpretagao dos
perfis funcionais e genomicos de isolados de Bartonella spp. provenientes de roedores
e marsupiais do bioma Pantanal. A partir do sequenciamento completo dos genomas de
Bartonella machadoae sp. nov. e Bartonella harrusi sp. nov., foram identificadas e
comparadas as principais vias metabodlicas, genes marcadores e familias de enzimas
associadas ao metabolismo de carboidratos (CAZy) entre diferentes espécies do género.
Os heatmaps permitiram representar de forma clara e intuitiva a presenga, auséncia e a
variagdo no repertorio génico funcional dessas cepas em rela¢do a outras previamente
descritas. Essa abordagem visual contribuiu para evidenciar assinaturas metabolicas
especificas e apoiar a delimitagdo taxondmica das novas espécies, além de reforcar a
utilidade dos heatmaps como recurso estratégico em analises filogenomicas e de perfil

funcional em estudos de diversidade microbiana.

Apos a confirmagdo do género, seguiu para a etapa de avaliagdo de sistemas e

subsistemas para cada bactéria, pois assim contribuira para avaliagdo do individuo e do
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consorcio. Uma vez que o sistema ¢ compreendido como uma unidade funcional
complexa composta por multiplos elementos biologicos interconectados como genes,
proteinas, metabolitos ou vias de sinalizagdo que atuam de forma coordenada para
manter processos celulares ou fisioldgicos. Enquanto os subsistemas, correspondem a
agrupamentos funcionais ou modulares dentro do sistema bioldgico maior, geralmente
definidos com base em critérios estruturais, funcionais ou regulatdrios. A identificagdo
e analise desses subsistemas permitem a decomposi¢ao da complexidade bioldgica em
unidades menores e mais interpretaveis, sendo particularmente ttil em estudos de redes

bioldgicas.

A literatura relacionada ao uso de subsistemas para estudos de metabolismo e
anotacdo rapida, especialmente no contexto de RAST, destaca a importancia de
ferramentas precisas ¢ eficientes para a analise de dados bioldgicos. Segundo Silva
(2019), subsistemas gerados por RAST proporcionam uma andlise detalhada de cada
amostra, evidenciando a capacidade do método de criar subsistemas especificos que
facilitam a interpretacdo de dados complexos, como a presenca de ureia em amostras
especificas (Silva, 2019). Essa abordagem demonstra a eficacia do RAST na anotagao
rapida, permitindo uma compreensdo aprofundada do metabolismo secundario e de

outros processos bioldgicos relevantes.

Além disso, estudos sobre biotecnologia marinha refor¢gam a relevancia do uso
de subsistemas na analise de metabolismo, destacando a definicdo de conceitos
relacionados a genes e genomas, que siao essenciais para a compreensdo do
funcionamento bioldgico em diferentes contextos ambientais ( Thompson, 2020). A
capacidade de gerar subsistemas precisos contribui para a répida identificacdo de
funcdes metabdlicas, facilitando estudos de metabolismo secundario e outros processos

bioquimicos.

A aplicacdo do RAST também ¢ evidenciada na biofabricagdo de alimentos,
onde o uso de subsistemas pode explorar novos desafios na pesquisa, como a otimizagao
de processos e a redugao de desperdicios (Zaro, 2018). A implementacao de subsistemas
especificos permite uma analise mais rapida e detalhada, apoiando o desenvolvimento

de estratégias inovadoras na biofabricagao.

Nao obstante, a aplicacao de subsistemas em estudos de genoma e na utilizagao

de enzimas lipoliticas mostra-se promissora, com contribui¢des de diferentes areas do
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conhecimento, incluindo biotecnologia marinha, enzimologia e tecnologia da

informacao, consolidando uma base solida para futuras pesquisas e aplicagdes praticas

na area.

A anotacao gendmica realizada no RAST contribuiu na visualizagdo de

subsistemas que estejam diretamente ligados a degradagao de oleo e, por conseguinte, a

producdo da enzima lipolitica. O subsistema de acidos graxos, lipidios e isoprendides

foi o principal para aprofundar os estudos de genes como também realizar a navegacao

direta no genoma, em busca de genes especificos da enzima lipolitica, procurando pelo

comprimento e funcdo, cuja localizagcdo foi fornecida pela propria plataforma, assim

como seu enquadramento nos subsistemas (Tabela 2).

Pseudo Acinet Achrom
Subsystems
monas obacter obacter
AMINO ACIDOS E
745 423 732
DERIVADOS
METABOLISMO DE
) 25 22 22
POTASSIO
METABOLISMO
) 59 42 63
FOSFORICO
REGULACAO 140 90 142
ACIDOS GRAXOS,
LIPIDIOS E 235 153 263
ISOPRENOIDES
VARIACAO 66 58 57
METABOLISMO
) 13 25 6
SECUNDARIO
FOTOSINTESE 0 0 0
CoFATORES, 369 257 336

VITAMINAS, GRUPOS
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PROTEICOS E
PIGMENTOS

METABOLISMO E
AQUISICAO METALICA

METABOLISMO RNA
METABOLISMO DNA

TRANSPORTE DE
MEMBRANAt

METABOLISMOS
PARA COMPONENTES
AROMATICOS

NODUACAO

CAPSULA E PAREDE
CELULAR

PLASMIDIOS

METABOLISMO
PROTICO

DIVISAO CELULAR
NUCLEOTIDIOS

METABOLISMO DE
NITROGENIO

METABOLISMO DE
ENXOFRE

RESPIRACAO
CELULAR

CARBOIDRATOS

80

226

137

254

170

220

18

290

35

132

61

142

177

446

10

170

94

110

111

94

245

37

89

24

56

96

284

92

177

109

423

178

178

27

282

29

97

69

108

217

454
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RESPOSTA A ESTRESSE 232 125 198

DEFESA, DOENCA E

. 179 102 146
VIRULENCIA
MOBILIDADE 181 0 83
DORMENCIA E ; ) ;
ESPORULACAO
Total 4635 2727 4491

Tabela 2:Representagdo dos subsistemas identificados pelo RAST do consoércio bacteriano.

Utilizando a verificagdo por funcdo no RAST e possiveis rotas metabolicas no
software KEGG foi possivel identificar uma quantidade de genes relacionados a
enzimas lipoliticas conforme a figura 17. Ainda, foram detectados genes para proteinas
envolvidas em processos usados industrialmente, como a lisofosfolipase, lisofosfolipase
L1, fosfolipase, fosfolipase C4, fosfolipase Al e triacilglicerol lipase que podem

participar do metabolismo de glicero fosfolipidico, éter lipidico e 4cido a — linoleico.

Genes de Lipase
35

30
23
20
13

10

Ln

Quantidade de Genes conforme BEAST

Acinetobacter Achromobacter
seifertii xylosoxidans

B Genes de Lipase 33 29 22

Pseudomonas sp.

Figura 14:Possiveis genes voltados a atividades lipoliticas.
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As fosfolipases também desempenham um papel relevante nos processos metabodlicos
relacionados tanto ao ciclo do glicerofosfolipideo quanto ao metabolismo de éteres
lipidicos. Esses compostos estdo envolvidos em vias biossintéticas essenciais, como a
producao de fosfatidiletanolamina — fosfolipideo comumente associado a aplicagdes
no mercado de suplementos voltados a saude do sistema nervoso ¢ a melhora da
memoria. Além disso, os éteres lipidicos participam da formag¢ao de seminolipidios e da
sintese de esfingolipidios, ambos fundamentais para fungdes estruturais e sinalizadoras

no organismo humano (Souza, 2020; Adetunji, 2021).

A triacilglicerol lipase atua diretamente tanto na sintese quanto na catéalise de
triacilglicerdis, diacilglicerdis e monoacilgliceréis. Sua participacdo ¢ fundamental em
processos de interesse industrial, especialmente na producao de biodiesel. O papel dessa
enzima € particularmente relevante diante da crescente demanda por fontes energéticas
renovaveis, uma vez que a ampliacao do uso de biodiesel — em substituicao progressiva
ao diesel fossil — requer investimentos continuos para aumentar sua participacao na
matriz energética, inclusive na composicao atual de combustiveis veiculares disponiveis

no mercado (Chandra, 2020; Souza, 2020).

A realizagdo da catalisacdo a partir de enzimas ¢ importante a fim de encontrar
novas biomoléculas ou aumentar a quantidade de biomoléculas que possam catabolizar
agentes contaminantes no meio ambiente e transformar a linha laboratorial numa gestao
industrial de processos biotecnologicos de remanejamento de efluentes. Logo atuar em
processos residuais e processuais de industrias como alimenticias, energéticas e
farmacéuticas que possuem materiais de alta carga organica oleosa como residuo final
no processo produtivo e/ou participacao direta da linha produtiva (BHANDARI, et al,
2021; RIGO, 2021).

A premissa de utilizar residuos como fonte alternativa de carbono est4 alinhada
a necessidade consolidada de reuso de materiais descartaveis, conferindo-lhes valor
agregado com elevado potencial biotecnoldgico. Tal abordagem ¢ especialmente
relevante, considerando que os métodos convencionais de recuperagdo fisico-quimica
desses rejeitos podem causar impactos ambientais significativos ao solo, a atmosfera e

aos lengdis freaticos.
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A andlise genOmica dos microrganismos avaliados gera expectativas
promissoras quanto a capacidade de produgdo enzimatica voltada a mitigagdo de
efluentes toxicos ou inadequadamente gerenciados. No entanto, apesar da elevada
densidade de informacdes genéticas indicativas do potencial lipolitico e da
adaptabilidade bacteriana para aplicagdes industriais, torna-se imprescindivel a
avaliacdo da resisténcia a antibidticos. Esse fator ¢ essencial para assegurar a
biosseguranga e viabilizar o uso dos microrganismos em processos produtivos,

minimizando os riscos de contamina¢do humana.

Além da andlise da degradacdo de &cidos graxos, tornou-se necessario
compreender a influéncia da presenga de metais na composic¢ao do 6leo, especialmente

apos sua exposicao a elevadas temperaturas.

O ¢leo residual de fritura, utilizado como fonte de carbono, pode conter metais
pesados como ferro, aluminio, cobre, cobalto e zinco, cuja presenca foi destacada por
Fonseca (2017). Esses metais, quando em concentracdes elevadas, podem comprometer
a producao de lipase, particularmente se o microrganismo utilizado nao apresentar
mecanismos de resisténcia ou vias metabdlicas adaptativas. Adicionalmente, por meio
de cromatografia, Fonseca (2017) demonstrou a degradagao dos acidos graxos presentes
no 6leo, comparando amostras antes ¢ apOs a incubagdo com a bactéria Shewanella

putrefaciens, evidenciando sua capacidade de biodegradacao.

Ainda que a presenga desses metais seja potencialmente desfavoravel, outros
autores ja indicaram que em quantidades pequenas e suficientes, estes metais nao se
tornam inibidores ou prejudiciais (Silva, 2009; Santos, 2011; Fitzgerald et al., 2012;
Peixoto, 2012; Freitas, 2018).

Estudos recentes destacam a composi¢do do aco inoxidavel, que inclui ferro,
manganeés, cromo, cobre, cobalto e outros metais (Bigueti et al., 2019). Freitas (2018)
observou que esses metais podem ser transferidos para o 6leo durante o processo de
fritura utilizando utensilios de ago inoxidavel. Consequentemente, a presenca desses

metais no 6leo pode influenciar a resisténcia das enzimas lipoliticas.

Conforme o estudo Abdella (2023) a enzima lipase da bactéria denominada de
Pseudomonas sp. A6 do seu estudo obteve interferéncia pela presenca do ion K* (16,6

U/mL, 0,85 U/mg) e ion NH4" (15 U/mL) e alternativamente, Cu®>" e Mn?" inibiram a
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atividade da lipase, concluindo que se a bactéria possuir vias metabolicas de degradagao
desses ions sera um fator crucial para a adaptagdo do meio para a produgao de enzimas
lipoliticas, uma vez que seria normal encontrar esses tipos de ions metalicos na presenga

de 6leo residual de fritura por causa dos utensilios de cozinha residenciais e comerciais.

Os genes dispostos na tabela 3 participam diretamente na necessidade de
adaptacdo da bactéria e/ou consorcio utilizar como fonte de carbono o 6leo residual de

fritura para a produgdo de enzimas lipoliticas.

Isolado Gene Descricao

ChrB Resisténciaa chromium

A313 CczC Resisténcia a cobalto, zinco e cadmio
ArsH Resisténciaa arsénio
CzC Resisténciaa cobalto, zinco e caddmio
ArsH Resisténciaa arsénio

A314 o
CopD Resisténciaa cobre
ChrA Resisténciaa chromium
CzC Resisténcia a cobalto, zinco e cadmio
ArsH Resisténciaa arsénio

A316 _ o

Cupredoxin Tolerancia a cobre

ChrB Resisténciaa chromium

Tabela 3: Genes a quais apresentaram resultados sobre resisténcia a metais pesados.

Através da compreensdo da presenca de genes possivelmente ativos para a
resisténcia de metais como o cobre, cromo e zinco por exemplo. O consorcio consegue
se adaptar ao meio com presenga destes e iniciar o processo do que € possivel degradar

e fornecer energia, no caso o 6leo residual de fritura.

A partir da visdo de possibilidades degradativas de oleosidade e adaptacgao
metalica seguiu-se para a compreensao por meio da ferramenta DRAM para a melhor
visualizacdo dos possiveis metabolismos gerais. Certos algoritmos buscam determinar

o conjunto minimo de vias metabdlicas capaz de explicar um conjunto de anotagdes
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génicas fornecidas, a ferramenta DRAM (Veseli, 2023; Shaffer et al., 2020) integra
anotacao de genes a partir de diversos bancos de dados enzimaticos, associando
informagdes a estimativa de completude de vias metabolicas. O DRAM ¢ especializado
na analise de genomas montados a partir de metagenomas (MAGs), e ciclos
biogeoquimicos. O KBase (Veseli, 2023; Arkin et al., 2018) funciona como um ambiente
colaborativo online para analises de dados 6micos, contendo aplicagdes que permitem

executar softwares como DRAM, ModelSeed e RAST.

Conforme Shaffer et al (2023) demonstra que a analise funcional de genomas
microbianos ¢ uma etapa crucial para a compreensdo dos potenciais metabolicos de
isolados e comunidades microbianas em ambientes diversos. Entre as ferramentas
disponiveis, destaca-se 0 DRAM, capaz de sintetizar anotacdes funcionais a partir de
multiplas bases de dados. Integrado a plataforma KBase ¢ possivel realizar anotagoes ¢
modelagens metabolicas via interface grafica, sem necessidade de infraestrutura propria.
O modulo disponibiliza a versdo padrao e viral (DRAM-v), organiza as anotagdes em
trés niveis de detalhamento e permite a constru¢ao de modelos metabdlicos em escala
gendmica (GEMs). Sua aplicag@o evidenciou ganhos na cobertura funcional e maior
precisao preditiva quando combinado com o annotador RAST, validado em genomas de
Escherichia coli e Paceibacter normanii. Assim, o kb DRAM representa um avango

relevante para estudos em bioinformaética e ecologia microbiana.

E para compreender a possibilidade de degradacao de cadeias de acidos graxos
foi possivel analisar através da ferramenta DRAM para a anotacdo e utilizando a
plataforma KBase. Os resultados apresentados na figura 15 revelam possiveis vias
metabolicas, na degradagdo de cadeias de acidos graxos. Destes, destaca-se o segmento
“SCFA and Alcohol conversions” — Acidos graxos de cadeia curta e conversdes
alcodlicas — confirmando metabolismos que degradam esses componentes ¢ abre a

possibilidade de produgao de enzimas lipoliticas, pelas bactérias isoladas
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Convers3do de Acidos Graxos de Cadeia Curta e Alcool
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Figura 145: Sequéncia de metabolismos e foco no segmento de acidos graxos de cadeia curta e conversdes alcoolicas
das bactérias.

O trabalho realizado por Shaffer et al (2020) corrobora a caracterizagao
funcional de microbiomas a partir de dados metagendmicos de demanda por ferramentas
capazes de organizar e interpretar grandes volumes de informacdes genéticas de forma
estruturada e biologicamente significativa. Nesse cenario, o DRAM (Distilled and
Refined Annotation of Metabolism) surge como uma ferramenta robusta,
proporcionando anotagdes funcionais refinadas e organizadas em niveis progressivos de
sintese. Um de seus diferenciais estd na geragdo de heatmaps interativos, presentes no
nivel denominado Product, os quais permitem visualizar de forma integrada e
comparativa a presencga, auséncia e completude de vias metabolicas e genes marcadores
entre multiplos genomas e metagenomas. Esses heatmaps sdo especialmente relevantes
na analise de vias de producao de acidos graxos de cadeia curta (SCFA), metabdlitos
essenciais na microbiota intestinal humana, onde o DRAM demonstrou capacidade de
discriminar perfis metabolicos especificos, indicando a distribui¢do diferencial das vias
de produc¢do de acetato, butirato e propionato em distintas linhagens bacterianas. Dessa

forma, a aplicagdo dos heatmaps no DRAM amplia a compreensao sobre a organizagao
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funcional de comunidades microbianas e permite correlacionar potenciais metabdlicos

com padrdes ecologicos e clinicos relevantes.

A produgao de piruvato, acetato, lactato e alcool significam que o microrganismo
possui vias metabolicas ativas que convertem substratos, principalmente carboidratos
ou aminoacidos, nesses compostos, que sao metabolitos centrais ou finais de processos
catabdlicos e fermentativos. Essas vias sdo fundamentais tanto para a regeneragdo de
cofatores celulares (como NAD*) quanto para o fornecimento de energia e precursores
biossintéticos. Além disso, sdao elementos que contribuem com a visao de uso de
enzimas funcionais para a elaboragdo da agao do metabolismo (Veseli, 2023; Shaffer et

al., 2023 Shaffer et al., 2020).

O piruvato ¢ um intermedidrio metabolico central, resultante da glicolise, que
pode ser direcionado para diversas rotas: respiracdo aerdbia (ciclo de Krebs),
fermentacdo ou outros processos anaerdbios. Sua produgdo e conversdo determinam o
destino energético e redox da célula. O acetato ¢ frequentemente produzido pela
fermentagdo de piruvato em ambientes anaerdbios. E uma fonte de energia para outros
microrganismos e um importante SCFA no intestino humano, influenciando o
metabolismo do hospedeiro, o pH intestinal e a homeostase imunologica (Veseli, 2023;

Shaffer et al., 2023 Shaffer et al., 2020).

O lactato ¢ um produto tipico da fermentacdo latica, resultado da redugdo do
piruvato pela lactato desidrogenase, regenerando NAD* necessario para a continuidade
da glicolise em ambientes anaerdbios. O alcool (geralmente etanol) ¢ produzido pela
fermentagdo alcodlica, comum em leveduras e alguns microrganismos anaerdbios,
também a partir da conversdo de piruvato via acetaldeido. Esse processo contribui para
a regeneracao de NAD" e geragao de ATP (Veseli, 2023; Shaffer et al., 2023 Shaffer et
al., 2020).

A relevancia de observar essas vias em analises genomicas € metagenomicas esta
na capacidade de prever o papel funcional de um microrganismo em seu ecossistema,
identificar sua contribui¢do para ciclos de carbono e suas possiveis interagdes
metabdlicas com o hospedeiro ou outros microrganismos (ex.: fermentacdo cruzada e
producdo de SCFAs no meio introduzido) (Veseli, 2023; Shaffer et al., 2023 Shaffer et
al., 2020).
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O consorcio foi observado conforme os genes de resisténcia a antibidticos que
foram identificados pelo CARD (https://card.mcmaster.ca) no modo de analise - que
assim mostrou probabilidades das bactérias possuiram estes genes comparando o
genoma ¢ a biblioteca de dados de genes de resisténcia armazenados no software. Os
resultados foram classificados em trés categorias: genes confirmados (verde), genes com
similaridade estrutural (amarelo) e genes ausentes ou ndo relacionados (vermelho),

conforme ilustrado na Figura 16.
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Figura 15: Grafico de resisténcia a antibidticos de cada linhagem. O verde sdo os identificados semelhantes,
amarelos sdo sequéncias proximas de existentes e vermelho sdo nio identificados.

A compreensdo em utilizar os dados de verificacdo de resisténcia a antibioticos

¢ uma abordagem para o inicio da transformag¢ao do estudo de bancada em um projeto

de alto escalonamento com baixo risco de viruléncia e caso ocorra um acidente, seja

possivel a eliminagdo da infestagdo com antibidticos conhecidos e de facil acesso.

Demonstrando a seguranga do uso de microrganismos deste consorcio para a
biorremediacdo de dleos de frituras residuais. Através da figura 14 observa-se que as
bactérias isoladas A. seifertii (A-313) e A. xilosoxydans paresentaram apenas estruturas
de genes parecidos e que ndo foi encontrado no banco de dados, enquanto a
Pseudomonas sp. (A-316) possuiu apenas 1 gene de resisténcia ja conhecido e o restante

com estruturas parecidas.

Isto infere na possibilidade de trabalhar com estas espécies sem maiores perigos,
ou preocupacdes em casos de contaminagdo, onde pode ser facilmente tratado e

erradicado. Esta informagdo corrobora com as diretrizes da OMS que apontam que esta

r

etapa ¢ importante, garantindo o trabalho com microrganismos selecionados, nao-
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patogénicos, e com baixa probabilidade de risco & populagdo. Conforme IGLESIAS
(2019) a adigao de etapas de conhecimento a resisténcia de antibidticos ja salvou mais
de 700.000 vidas no processo de adi¢cao da biotecnologia nas linhas de produtos em todo

o globo.

Conforme o trabalho de Pinheiro (2023 o uso do RGI ¢ crucial para a
identificacdo de genes de resisténcia a antimicrobianos em amostras bacterianas. Ele
permite uma andlise detalhada das caracteristicas genéticas de patéogenos, como o
Staphylococcus aureus, especialmente em contextos de coinfeccdo, como durante a
pandemia de COVID-19. Essa ferramenta contribui para a vigilancia epidemiologica,
ajudando a entender a evolugdo das cepas e a resisténcia microbiana, o que ¢ vital para

o manejo clinico e a prevenc¢ao de infeccdes em ambientes hospitalares.

5.2 Analise comparativa do crescimento bacteriano isolado e em consorcio

Conforme descrito em 3.6, na metodologia, no crescimento bacteriano foi
utilizado OFR como fonte de carbono. A partir da aplicagdo, houve o desenvolvimento

celular, com modificagdes perceptiveis no meio de cultura.

Estas modificagdes ja foram evidentes ap6s 24 horas, cujos frascos limpidos e

transparentes adquiriram alto grau de turbidez.

Exemplificando, na Figura 17 se contempla a diferenca de turbidez nos
Erlenmeyer, marcada pelo crescimento bacteriano. A primeira triplicata, da direita para
a esquerda — lado B — ¢ da bactéria Pseudomonas sp., identificada como A-316 ¢ a

segunda triplicata, mais turva, posicionada mais a esquerda — lado A — ¢ do consorcio
A3.

54



Figura 16:Triplicata de crescimento do consorcio bacteriano A3, no lado esquerdo (A) e a linhagem Pseudomonas
sp. (A-316) a direita (B).

Ja a Figura 18 exibe a diferenca entre a A. seifertii, denominada A-31, cuja
triplicata esta no lado B, a direita, e da A. xyloxidans, chamada de A-314, posicionada

no lado A, a esquerda

Figura 17:Triplicata de crescimento bacteriano com a linhagem A. xylosoxydans (A314) (A) e A. seifertii (A313)
B).

Avalia-las de forma isolada foi importante para contemplar as peculiaridades,
uniformes, ou ndo, de cada linhagem, testemunhando se estas caracteristicas se

manteriam na forma de consorcio.

Observa-se nesse crescimento, a formagao de biofilme na parede do frasco,
conforme a A. seifertii, cujo desenvolvimento, ja supracitado, ¢ mais rapido que as
demais. As outras duas bactérias, além de crescerem mais lentamente, nao modificam
diretamente a coloragdo do meio. Os resultados obtidos se assemelham a outros autores
como: Furini (2018), Jie NG (2021), Guo (2021) e Abdella (2023), que também
observaram o crescimento de Pseudomonas ¢ Acinetobacter, analisando suas formagoes

de crescimento, obtendo resultados auspiciosos quanto as producdes lipoliticas.
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O consorcio bacteriano ¢ inegavelmente notavel, beneficiando-se na
sobrevivéncia, sendo tal comportamento mais satisfatorio que o observado quando
isoladas. Sendo esse crescimento em tempo curto, entende-se que, continuamente,

complementam seus desenvolvimentos.

Seguindo a curva de crescimento, um fator crucial ¢ considerar que foram
obtidas juntas, desta forma, sdo provenientes de um ambiente onde se adaptaram sem
competicao, promovendo melhor desenvoltura em consorcio. Este caso se evidencia,
também, na producdo de lipases utilizando OFR, com alto teor de acido graxo, como

fonte de carbono.

A producdo enzimatica ocorreu durante os 7 dias do experimento, mas a A.
seifertii € o consorcio apresentaram resultados de crescimento em 24h em todas as
réplicas realizadas, notando pela turbidez do meio. Enquanto a A. xylosoxidans e a
Pseudomonas sp. apresentaram resultados bem menores de crescimento no meio com

fonte de carbono OFR.

Por meio da observacgdo da figura 18 pode-se compreender que realmente o A.
seifertii impde um crescimento constante no desenvolvimento do consoércio e pode dar
a impressao que ¢ a maior degradadora da fonte de carbono. Foi avaliada  a atividade
enzimatica também para comparar com o crescimento e poder visualizar conforme a
visdo dada estudos de Cinética de Gaden e ainda pela variagdo do tempo que no caso ¢

de 7 dias.

Crescimento Celular Bacteriano

2.5

1.5

0.3

—e—313 314 316 CA3

Figura 18: Grafico de crescimento bacteriano das linhagens, A. seifertii (A313), A. xylosoxydans (A314),
Pseudomonas sp. (A316) e o consdrcio bacteriano
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5.3. Atividade Enzimatica

Para o calculo da atividade enzimatica, foi necessaria a constru¢ao de uma curva
de calibragdo com concentragcdes conhecidas de para-nitrofenol (pNP), composto
quantificavel por espectrofotometria. A curva padrdo apresentou um coeficiente de
determinagao (R?) de 0,9978, indicando forte correlagdo linear entre as concentragdes e

as absorbancias obtidas.

Curva Padrdo de PNP - Tampdo Tris HC

y =4.8751x - 0.0057
R?=0.9978

—8— PNP (

--------- Linear (PNP)

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 06 0.7 0.8
Concentragdo (pM)

Figura 19:Curva Padrio de paranitrofenol com concentragdes conhecidas.

Autores como BEKTAS (2023); WILKESMAN e KURSZ (2017) determinam a
importancia da comparagdo de métodos de deteccdo de atividade enzimatica para lipases
e esterases como o vermelho de fenol como indicador reside na sua simplicidade, alta
sensibilidade e custo-beneficio, mas o método utilizando o pNPP ¢ muito difundido e
permite a detecgdo de enzimas lipoliticas em niveis de picogramas, tornando-o

altamente sensivel.

Além da elevada sensibilidade, este método se destaca pela facil execugao,
custo-beneficio do substrato, além de analises qualitativas mais ageis para enzimas

lipoliticas sensiveis a temperatura

Os calculos para determinagdo da atividade enzimatica foram realizados, € os

resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 07 com unidade de U/L.
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ATIVIDADE ENZIMATICA (U/L)

Dia 313 314
0 2.34 2.34
1 108.68 174.37
2 52.02 9.95
3 26.38 7.58
4 40.86 56.13
5 108.68 14.33
6 91.00 14.33
7 141.32 33.11

Quadro 4: Atividade enzimatica calculada para cada linhagem e consoércio em U/L.

316
2.34
101.80
83.34
30.33
71.31
125.28
183.08
226.01

CA3
2.34
68.25
138.91
157.41
121.26
227.11
204.96
259.88

Os valores obtidos da atividade enzimatica foram comparados ao crescimento

bacteriano utilizando a visdo de Gaiden como mencionado no topico anterior. Desta

forma pode-se observar os graficos de cada linhagem e do consoércio conforme as

Figuras 19 a,b, c e d.
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Figura 20: Graficos comparativos de crescimento bacteriano e atividade enzimatica para cada linhagem e consorcio
bacteriano.

Para cada linhagem bacteriana, observou-se a produgdo ativa da enzima lipase
em meio de cultura contendo o6leo residual de fritura como fonte de carbono. A
Pseudomonas sp e o consorcio bacteriano apresentaram as maiores atividades
enzimaticas, com valores maximos de 226 U/L e 259 U/L, respectivamente. O
crescimento bacteriano foi mais expressivo para Acinetobacter seifertii € o consorcio,

atingindo uma densidade oOptica de 2,3 a 600 nm. Por outro lado, Achromobacter
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xylosoxydans demonstrou resultados intermediarios em comparagdo as outras linhagens,

com uma atividade enzimatica de 33,1 U/L e uma densidade 6ptica de 0,19.

Conforme o estudo de GUO et al (2021) destaca o potencial inexplorado do
microbioma do fundo do mar para a producao de enzimas com caracteristicas Unicas,
especialmente lipases ativas a baixas temperaturas, que podem ter um impacto
significativo em varias aplica¢des industriais. A cepa Pseudomonas marinensis gcc21 e
suas lipases representam uma contribui¢do valiosa para o campo da biotecnologia e da

enzimologia.

A lipase 1 mostrou atividade especifica de 2,5 U/mg em um amplo intervalo de
pH (5,0 a 11,0), com a maior atividade e estabilidade também a pH 8,0. E a lipase 2 com

5 U/mg com caracteristicas semelhantes.

Conforme Reddy et al (2022) a atividade enzimatica e o indice de emulsificagdao
sdo parametros importantes na avaliacdo de biosurfactantes. No estudo, a cepa
Achromobacter xylosoxidans GSR21 apresentou uma atividade biosurfactante
significativa, com um indice de emulsificagdo (E24) maximo de 62%, comparavel a
72% do lauril sulfato de sodio. A atividade enzimatica, medida por métodos como a
atividade de lipase, também foi avaliada, indicando a capacidade do microrganismo em
degradar hidrocarbonetos. Assim, a comparagao entre esses parametros revela a eficacia

do biosurfactante produzido em aplicagcdes ambientais e industriais.

Por meio de KHAN et al (1966) a atividade enzimaética da lipase extracelular de
Achromobacter lipolyticum € otimizada a um pH de 7,0 e a uma temperatura de 37 °C.
A enzima ¢ relativamente estavel ao calor, perdendo apenas 47% de sua atividade apos
180 minutos a 71 °C, mas inativa completamente a 99 °C em 4 minutos ou apods
autoclave a 121 °C por 15 minutos, apresentando valor médximo de 30 U/mL. A presenca
de sais, especialmente MgCl», estimula a atividade da lipase, que ¢ eficaz na hidrélise
de glicerideos naturais e sintéticos, com melhor desempenho em emulsdes de gordura

do leite.

A anélise de dados demonstra que os picos de atividade enziméatica ocorrem em
momentos distintos dos picos de crescimento bacteriano, caracterizando um modelo de
producdo enzimatica ndo associada ao crescimento celular. Essa dissocia¢do sugere que

a sintese de lipases esta mais diretamente relacionada a disponibilidade de substrato e
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ao estagio fisiologico das células — particularmente a fase estacionaria ou de transi¢ao
— do que a densidade populacional propriamente dita. Esse padrdo ¢ indicativo de uma
producao secundaria, frequentemente regulada por sinais metabolicos e condig¢des

ambientais especificas.

Além disso, ao analisar a atividade enzimatica acumulada ao longo do tempo de
incubacdo, observou-se um aumento continuo na produgdo de lipase pelo consorcio e
pela Pseudomonas sp ao longo de 7 dias, indicando que essas linhagens sdo promissoras
para aplicacdes biotecnoldgicas que requerem producao sustentada de enzimas.
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Figura 21: Atividade enzimatica de todas as linhagens e consércio num unico grafico.

Conforme TUYSUZ et al (2019) atividade enzimatica méaxima de lipase,
produzida pela bactéria Bacillus licheniformis A7 sob condi¢des Otimas, foi de 1607
U/L. As condigdes ideais para essa produgdo incluiram uma concentragdo de oleo de
fritura de 40 mL/L, temperatura de 55 °C, pH inicial de 6, 0 e um tempo de incubagao
de 72 horas. Além disso, a maxima taxa de crescimento celular foi de 2.219 OD600nm.
Esses dados destacam a eficiéncia da cepa na producao de lipase utilizando 6leo de

fritura como substrato.
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5.4 Analise eletroforética de proteinas por SDS-PAGE

As proteinas presentes nos sobrenadantes das culturas de cada bactéria foram
analisadas por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE). O objetivo foi verificar se havia variacdo no perfil de proteinas
produzidas ao longo do tempo ou se ocorria a produ¢do de um unico tipo de enzima,

com possivel variacdo na atividade enzimatica durante o tempo de incubagdo.

Utilizando 5 pg de proteinas por pogo, foi possivel observar a separagdo das
bandas proteicas com mais nitidez, conforme ilustrado na Figura 22. O padrdo molecular
utilizado foi o BlueEye Prestained Marker 10-245 kDa (Jenas Bioscience, com faixas

de massa molecular variando de 10 a 257 kDa.

Figura 22:Gel de SDS-PAGE — (A) A. seifertii nos pogos 2, 3 ¢ 4 ¢ A. xylosoxydans nos pogos 6,7 e 8. (B) Consorcio
bacteriano nos pogos 2, 3 e 4 e Pseudomonas sp nos pogos 6, 7 ¢ 8. Em ambos os géis apresentam o padrio no pogo 1.

Os géis com a dosagem de proteinas de 5 pg foram o suficiente para conseguir
resultados com as bandas mais visiveis comparado aos extratos brutos concentrados. De

forma que se pode observar bandas obtidas nas linhas proximas de 46 kDa a 55 kDa, 55
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kDa a 77 kDa, 110 kDa e 135 kDa a 203 kDa. A literatura apresenta diversas bactérias
produtoras de enzimas lipoliticas, citagdes de FURINI (2018); ABDELLA (2023);
RABANI (2014); ZARINVIARSAGH (2017); THI PHAN (2021), por exemplo a:
Acromobacter;  Alcaligenes;  Burkholderia,  Cromobactéria;  Pseudomonas;

Acinetobacter; Brevibactéria; Enterobacter;Bacillus; Staphylococcus.

Conforme estes autores, cada linhagem possui um diferencial de lipase conforme
o crescimento e adaptabilidade da bactéria no meio em que sobrevive, obtendo lipases
que suportam ambientes mais quentes ou frios, com temperaturas mais ou menos altas,

pH mais 4cido ou alcalino e, incluindo, resisténcia a ambientes criticos.

No estudo de Guo et al. (2021), a analise da lipase bruta de Pseudomonas revelou
multiplas bandas em eletroforese (SDS-PAGE), indicando a presenca de proteinas
contaminantes. Apos precipitacdo com sulfato de amonio a 60%, observou-se a reducao
para cinco bandas, sugerindo uma purificacdo parcial. A etapa final de cromatografia
em coluna (Sephadex G-100) permitiu isolar uma banda tnica, correspondente a massa

molecular de 65 kDa, evidenciando a eficiéncia do método em refinar a enzima alvo.

Em paralelo, Rabanni et al. destacam a importancia da prospec¢ao de lipases
psicrotolerantes — enzimas capazes de manter atividade metabolica em baixas
temperaturas. Essa abordagem visa ampliar o potencial biotecnologico de lipases em
processos industriais que demandam operacao sob condi¢des ndo convencionais, como

ambientes refrigerados ou polares.

A comparacao das massas moleculares reportadas para lipases de diferentes
espécies (Quadro 3) reforca a relacao entre a diversidade estrutural dessas enzimas e sua
adaptacao a nichos ambientais especificos. A variagdo no perfil de bandas entre amostras
brutas e purificadas, como observado por Guo et al. (2021), também ressalta a

necessidade de padronizagdo metodoldgica para garantir reprodutibilidade em estudos

enzimaticos.
Linhage Linhage Banda Banda Autor
m m da Obtida Literat
Estudada (KDa)
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Literatur ura
a (KDa)
Acinetob Acinetob 46 a 55 23 a Furini
acter acter sp. 62 (2018);
ifertii.
seriertt Carvalho
(2015)
Kim, et al
(1998)
Pseudom Pseudom 55a77 20 a Maria
onas sp. onas sp. 75 (2023)
P Guo (2021)
aerogtno Kim, et al
5 (1998)
Achrom Achromo 135 a 32 a Thi  phan
obacter bacter 203 58 (2021)
1 i .
XYR0S0xT 5P Meneses
dans. (2020)

Quadro 5: Comparagdo das faixas de massa molecular das bandas proteicas obtidas neste estudo com dados de

linhagens semelhantes descritas na literatura.

O estudo de lipases adentra diversos ramos industriais e estes resultados obtidos

caminham para mais uma fonte de obtencdo de enzimas lipoliticas provenientes de

bactérias da regido amazonica utilizando o residuo poluidor oleoso e transformando em

material de alto valor agregado e futuramente num processo de refinamento, devera ser

possivel agregar valores cada vez maiores, pois entendesse que o desenvolvimento do

ser humano ¢ atrelado a maior formacao de residuos e cabe ao corpo cientifico a

demanda de encontrar novas vias, possibilidades e solu¢des biotecnologicas.
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6. CONCLUSAO

A lipase ¢ uma biomolécula de alto potencial de aplicagdo industrial e este
trabalho propds o uso de producdo enzimatica a partir do residuo do restaurante
universitario, oleo de fritura residual através do consorcio bacteriano que apresentou

resultados positivos através das anélises enzimaticas obtidas.

As melhores atividades enzimaticas foram obtidas através da Pseudomonas sp e
do consoércio bacteriano no sétimo dia de producao, 226 U/L e 259 UJ/L,
respectivamente, enquanto a Acinetobacter seifertii e Achrmobacter xylosoxidans

obtiveram respectivamente, 141 U/L e 33 U/L.

Através da separacdo de proteinas por SDS-PAGE demonstrou resultado de
bandas proximas a da literatura como da A. seifertii e Pseudomonas sp, enquanto A.
xylosoxidans era esperado por volta de 32 a 25KDa, mas foi obtido valor de 135 a 203
KDa.

Resultados que foram inicialmente vasculhados geneticamente através da
anotacao gendmica que o consdrcio apresentou genes para a degradacao de lipidios
através do software RAST principalmente pelo subsistemas de acidos graxos, lipidios e
isoprendides e investigacdo de rotas metabolicas por software KEGG como rotas de
sintese de fosfatodicolina a partir de lisofosfolipidios, sintese de monoacilglicerol
através das lipases de triacilglicerol que participam das industrias de produgdo de

biodiesel.

A platatforma KBASE foi possivel confirmar a conversao de acidos graxos de
cadeia curta e alcool com conversdes em comum de piruvato em acetil coenzima,

acetato, lactato L/D e produc¢ao de alcool.

E para a disponibilidade deste consorcio para o escalonamento do processo foi
verificada a resisténcia a antibioticos que resultou em apenas uma resisténcia na bactéria
Pseudomonas, enquanto a A. xylosoxidans e A. seifertii apresentaram apenas estruturas

semelhantes do banco de dados.
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7. PRETENSOES FUTURAS

O trabalho possui o potencial de avaliagdo de escalonamento de processo,
avaliacdo de engenharia genética a fim de aumentar a produgao e manipulacdo do meio

de cultura para aumentar a produ¢ao enzimatica e focar na geragdo de biomoléculas.

Outro caminho importante é na avaliagdo degradativa e quantitativa de residuos
oleosos em tanques bioprocessuais de regido tubular ou de area circular com tempos de

retencdo especificos para exibicao de resultados no segmento de biorremediagdo
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