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Resumo

O Bacillus licheniformis € uma bactéria versatil, e tem sido utilizada atualmente na
producéo de diversos produtos bitecnoldgicos. As lipases (E.C.3.1.1.3 ) sdo enzimas
encontradas na natureza, podendo ser obtidas de fontes animais, vegetais e
microbianas, sendo essas ultimas bastante utilizadas devido a série de vantagens
apresentadas frente as demais. A utilizacdo de rejeitos industriais para producao e
formulacdo de meios de producgéo de diversos bioprodutos, tem surgido como uma
alternativa de minimizar o descarte de rejeitos das diversas industrias de producao,
principalmente as de origem alimenticia. Sorvetes sdo produtos alimenticios obtidos
a partir de uma emulsédo de gorduras e proteinas, com ou sem a adicdo de outros
ingredientes e substancias que tenham sido submetidas ao congelamento, a sua
producdo em larga escala gera residuos solido-liquidos com uma grande quantidade
de gorduras e outros residuos organicos. Neste trabalho, inicialmente foram
realizados estudos para selecionar meio alternativo para producgéo de lipase por B.
licheniformis (UCP 1014). E a seguir a formulacdo de um meio alternativo de
producdo, utilizando um residuo da industria de sorvete através de um planejamento
fatorial de 2*. Os ensaios ocorreram durante 96h, a 37°C Os resultados obtidos
indicaram que o meio denominado de C (glicose 1,0%, peptona, 2,0%, extrato de
levedura 0,5%, Oleo de oliva, 1,0%, NaNO3; 0,1%, KH,PO,4 0,1%, MgSO,. 7H,0
0,05%), apresentando uma atividade lipolitica de 256 (U/ml)/min. Os ensaios
referentes ao planejamento fatorial, indicaram que o ensaio 11 apresentou a maior
atividade de 480 U/mL, para a lipase produzida. Os resultados obtidos sugerem o
reaproveitamento de residuos oleosos provenientes da industria de sorvete para

formulacgéo e producao de lipase microbiana.

Palavras chave: Lipase, Bacillus licheniformis, residuos organicos
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Abstract

The bacterium Bacillus licheniformis is a versatile, and has been used currently in
production of various bitecnolégicos. Lipases ( E.C.3.1.1.3) are enzymes found in
nature and may be obtained from animal sources, plants and microbes, the latter
being widely used due to several advantages presented against the other. The use
of industrial wastes for production and formulation of means of production of various
bioproducts, has emerged as an alternative to minimize the disposal of tailings from
various manufacturing industries, especially those from food. Ice creams are food
products obtained from an emulsion of fats and proteins, with or without the addition
of other ingredients and substances which have been subjected to freezing their
production generates large-scale solid-liquid waste with a large amount of fat
and other organic wastes. In this work | study was conducted to select an alternative
means for lipase production by B. licheniformis (UCP 1014). And then the formulation
of an alternative means of production, using waste from ice cream industry through a
factorial design, 24. The tests occurred during 96h at 370C The results indicated that
the middle called C (glucose 1.0%, peptone 2.0%, 0.5% yeast extract, olive oill,
1.0%, NaNO3 0.1%, 0.1% KH2PO4, MgS04. 7H20 0.05%), indicating a lipase
activity of 256 (U / ml) / min. Tests of the factorial design, the test indicated that 11
had the highest activity of 480 U / mL for lipase production. The results suggest the
reuse of waste oil from the ice cream industry for the development and production of

microbial lipase.

Keywords: Lipase, Bacillus licheniformis, organic waste
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1.INTRODUCAO

O aumento da utilizacdo industrial de enzimas nas ultimas décadas,
ganhou bastante espaco em virtude da crescente preocupagdo com O0S
problemas ambientais causados pelas industrias, através da geracédo, acumulo
de rejeitos e descarte de produtos toxicos gerados nas diversas etapas de
producdo, bem como através da qualidade do produto gerado (SOETAERT e
VANDAMME, 2006 ).

As vendas no mercado mundial de enzimas cresceram de US$ 400
milhdes/ano na década de 80 para mais de US$ 1 bilhdo/ano na década de 90.
De acordo com o relatério do Business Communications Company Inc., o
mercado mundial de enzimas industriais aumentou de US$ 2,2 bilhdes em
2006 para US$ 2,3 bilhdes em 2007, devendo chegar a US$ 2,7 bilhdes em
2012 (GOMES et al., 2007; THAKORE, 2008).

Enzimas de diferentes classes, principalmente as microbianas, séo
comercializadas no mercado mundial, sendo que as hidrolases representam a
maior fragdo das enzimas comercializadas, onde aproximadamente 95% dos
processos enzimaticos empregados atualmente as utilizam
(BOTTCHER,SCHMIDT, e BORNSCHEUER, 2010). No entanto, a tendéncia €&
a mudanca nesse quadro de vendas, em funcdo da crescente demanda por
enzimas passiveis de aplicacbes em processos de biorremediacao, tratamento
de efluentes industriais, quimica fina e na hidrélise de biomassa vegetal para
producado de biocombustiveis (CARVALHO et al, 2005).

As lipases sdo enzimas extremamente versateis que possuem atividade
hidrolitica ou de acil-transferases sobre substratos de origem lipidica,
apresentando classificacdo baseada no seu modo de agéo, tipo de substrato
sobre o qual atua ou na similaridade de sequéncia de atuacdo quando
comparadas as outras hidrolases (SHARMAA, CHISTIB, e BANERJEE, 2001,


http://www.springerlink.com/content/?Author=Dominique+Böttcher
http://www.springerlink.com/content/?Author=Marlen+Schmidt
http://www.springerlink.com/content/?Author=Uwe+T.+Bornscheuer

HASAN, SHAH, e HAMEED, 2009). Essas enzimas tém sido utilizadas em
uma grande variedade de segmentos biotecnoldgicos, como em industrias de
alimentos (desenvolvimento de aromas e maturagdo de queijos), de
detergentes, farmacolégicas (sintese de naxopreno e ibuprofeno), agroquimica
(inseticidas e pesticidas) e oleoquimica (hidrolise de 6leos e gorduras, sintese
de biosurfactantes) (JAEGER et al, 1994, VULFSON, 1994; CABRAL et al,
1998; KRIEGER et al, 1999, PANDEY et al, 1999, SAXENA et al, 1999, ,
TREICHEL et al., 2010).

A utilizacdo de rejeitos das industrias alimenticias e agroindustriais para
elaboracdo de meios de producdo considerados econdmicos, tem surgido
como uma alternativa nas Ultimas décadas, contribuindo assim para uma
diminuicdo do lancamento de residuos solidos no meio ambiente sem nenhum
tratamento prévio (BARBOSA e FERNANDEZ, 2009; LADEIRA et al., 2010).

O sorvete € um sistema coloidal complexo composto por uma emulséo
constituida de goticulas de gordura, de proteinas, de bolhas de ar e de cristais
de gelo dispersos numa fase aquosa, representada por uma solucao
concentrada de sacarose. Além disso pode conter outros ingredientes como
emulsificantes e estabilizantes (CLARKE, 2005; GILLES, GREENLEY e
SUTCLIFFE, 2006; SANTOS, 2009).

As férmulas convencionais de sorvete apresentam uma alta
concentracdo de sacarose e gorduras, 0s quais estdo relacionados

diretamente com a textura, consisténcia e sabor do produto.( SANTOS, 2009).

O objetivo desse trabalho foi a utilizacdo de um residuo de sorvete para
elaboracdo de meios de producédo de lipase utilizando o Bacillus licheniformis
(UCP 1014) através da selecdo de meios e da utilizagdo de um planejamento

fatorial.



2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

A presente proposta visa a producdo de lipase (E.C.3.1.1.3) pelo

Bacillus licheniformis utilizando meios convencionais de producdo e meios

alternativos contendo residuo de industria de sorvete.

2.1.2.

Especificos

Selecionar meios de producdo de lipase através de protocolos e
substratos convencionais utilizando o Bacillus licheniformis (UCP
1014);

Estudar a influéncia do pH e da producdo enzimatica nos ensaios

realizados ;

Selecionar um meio de producdo de lipase para utilizar um
planejamento fatorial e selecionar a melhor condicdo de producéo da

enzima bacteriana utilizando residuo de sorvete;

Investigar a influéncia das fontes de carbono e de nitrogénio, na

composicdo dos meios alternativos na producéo de lipase;

Comparar o desempenho de producdo enzimatica da lipase dos meios

utilizados



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Micro-organismos como fonte de produg¢ao de enzimas

A tecnologia enzimatica € um dos campos mais promissores dentro das
novas tecnologias para sintese de substancias de alto valor agregado. A
tecnologia de producdo e de aplicacdo das enzimas em nivel industrial esta
atualmente em poder de algumas companhias internacionais, que nao
desenvolvem pesquisa no Brasil. A industria quimica brasileira importa a maior
parte das enzimas biocatalizadoras de matérias auto-sustentaveis (TREICHEL
et al, 2010)

A crescente necessidade de abordagens mais seletivas e menos
imediatas do uso dos recursos naturais do planeta tem impulsionado
diretamente no avanco dos diversos processos biotecnoldgicos existentes,
pois na base de todos o0s processos biotecnologicos, encontra-se a
biodiversidade genética. Estima-se que o Brasil detenha cerca de 20% da
biodiversidade mundial (ZANOTTO et al., 2007). No entanto, a selecdo de
cepas selvagens hiperprodutoras é uma técnica de grande importancia,
principalmente em paises que possuem uma grande biodiversidade como o
Brasil (FREIRE e CASTILHO, 2000).

Os micro-organismos sdo encontrados em diferentes tipos de habitats,
adaptados a diferentes condi¢Bes climaticas, de temperatura, salinidade e
também pressdo bidtica, que influenciam em sua atividade e distribuicao
geografica. Em funcéo dessa diversidade metabdlica, da maior facilidade de
obtencdo de material e das propriedades cinéticas de producdo de grande
diversidade enzimética, por micro-organismos, mais adequadas a processos
industriais, esses organismos nas ultimas décadas séo explorados como fonte
de enzimas industriais (SHARMA, et al., 2001; STEELE, et al., 2008).



Estima-se que menos de 5% dos micro-organismos existentes na Terra,
tenham sido descritos. Isso porque os esfor¢cos dos centros de pesquisa estéo
focados principalmente nos macro-organismos (mamiferos, répteis, anfibios,
aves, peixes e plantas), resultando no conhecimento de 80 a 90% destes
seres. No entanto, 0os micro-organismos, mesmo exercendo fungdes vitais nos
ecossistemas e na biosfera tem sido pouco estudados, tanto devido a falta de
interesse quanto a dificuldade na pesquisa destes seres invisiveis a olho nu
(HERNALSTEENS, 2006).

O Brasil com cerca de 8,5 milhdes de quildmetros quadrados,
possui diversas zonas climaticas que incluem o clima Uumido, o semi-arido e
temperado. Essas diferencas climaticas contribuem para a formacdo de
Biomas. A quantidade de biomas reflete numa riqueza tanto de flora quanto de
fauna, tornando o Brasil como um pais de maior diversidade de espécies no
mundo. Diversidade biologica, ou biodiversidade inclui uma variedade genética
nas espécies de vegetais, animais e de micro-organismos, cada um
desempenhando seu papel dentro de um ecossistema. A grande diversidade
de micro-organismos no Brasil, justifica a busca por novos produtos
enzimaticos com caracteristicas especiais que podem ser aplicados nas
diversas areas da biotecnologia (HERNALSTEENS, 2006; RIBEIRO et al.,
2010).

O crescente aumento das pesquisas na area da enzimologia, tem
estimulado a descoberta de novos micro-organismos com elevada capacidade
de producdo de enzimas, através de estudos realizados em laboratérios e com
ISSo podem provocar um aumento na capacidade de produtividade,
especificidade e estabilidade das enzimas futuramente produzidas (GEOK et
al., 2003; HAKI e RAKSHI, 2003).



Varios micro-organismos produtores de enzimas sdo encontrados em
diversos habitats, como em rejeitos de industrias de processo de Oleos
vegetais e de laticinios, solos, sementes, frutos e alimentos apodrecidos
(SHARMA et al., 2001). O solo possui uma grande diversidade de populacdes
microbianas de onde se podem isolar estes microrganismos e avaliar a sua
capacidade para a producéo de enzimas (DELONG, 2002; KO, WANG e ANN,
2005; OREN, 2010).

Essas populacdes sdo capazes de sintetizar uma grande quantidade de
enzimas. Usualmente, mais de um tipo de enzima hidrolitica é sintetizado,
garantindo deste modo, o consumo de Varios tipos de substratos e a
subsisténcia do micro-organismo. Entretanto, estudos envolvendo a
descoberta de novos micro-organismos produtores de enzimas € de grande
importancia para a descoberta de novas enzimas, mais estaveis e seletivas,
que poderdo serem utilizadas para biocatélise e sinteses orgéanicas (SMITH et
al., 2000; CARDERNAS et al., 2001; SANDOVAL e MARTY, 2007; MULLER,
HARMS, e BLEY, 2010).

3.2 Enzimas

As enzimas sao biocatalisadores de estrutura protéica globular terciaria
ou quaternaria, termoldbeis e nao dialisaveis, que aceleram a velocidade de
uma reacdo quimica, isto €, atuam reduzindo a barreira energética destas
reacdes. As enzimas ocorrem em todos 0s organismos vivos, desde os mais
simples, unicelulares, até plantas e animais. Elas efetuam processos
metabolicos em células vivas (HARGER et al., 1982; KIELING, 2002).

Atualmente, o maior setor da industria biotecnolégica consiste na
producdo e utilizacdo de enzimas de origem microbiana. Embora alguns
biocatalisadores sejam até hoje extraidos de tecidos animais e vegetais, micro-
organismos, em particular, sdo requisitados como fontes produtoras de
enzimas (NEIDLEMAN, 1991; SHIMIZU et al., 1997; BON et al., 2008).



Segundo FELLOWS (1994) a atividade enzimatica considerada oOtima
das enzimas microbianas, ocorre nas mesmas condi¢cdes em que se produz o
crescimento maximo dos micro-organismos. As enzimas microbianas podem
ser extracelulares (enzimas eliminadas ao meio) ou intracelulares (enzimas
retidas no interior das células microbianas). A producdo de enzimas
extracelulares é obtida na fase logaritmica de crescimento ou na fase
estacionaria, enquanto as enzimas intracelulares sdo produzidas durante o
crescimento na fase estacionaria e somente sao liberadas ao meio pela lise
celular que ocorre na fase estacionaria ou na fase de declinio. Grande parte
das enzimas utilizadas nas industrias sdo enzimas extracelulares de origem

microbiana.

O custo de producéo das enzimas microbianas de uma maneira geral é
bem menor do que os utilizados para produzir enzimas vegetais e animais.
Devido a independéncia de injuncdes sazonais e geogréficas, o tempo de
producdo € muito mais curto para sua obtencédo, permitindo assim a utilizacéo
de diversos substratos mais baratos e consequentemente de um maior
rendimento da producdo através da otimizacdo das condi¢Bes utilizadas nos
diversos processos fermentativos (SAID e PIETRO, 2002; HARI e RAKSHIT,
2003).

3.2.1. Lipases

Esse grupo de enzimas sdo comumente encontradas na natureza,
podendo ser obtidas a partir de fontes animais, vegetais e microbianas (YANG
et al.,, 2005). As lipases provenientes de micro-organismos constituem um
grupo de valiosas enzimas de aplicacao biotecnoldgica, principalmente pela
versatilidade de suas propriedades, no que se refere a atuacdo enzimatica e
especificidade ao substrato, e pela facilidade de producdo em massa, sendo
um dos grupos mais utilizados no segmento industrial (HASSAN et al., 2006;
FEITOSA et al., 2010).



As lipases verdadeiras (triacilglicerol acilhidrolases E.C.3.1.1.3) s&o
enzimas que catalizam a hidrélise total ou parcial de triacilglicerol (TAG)
fornecendo diacilglicerol (DAG), monoacilglicerol (MAG), glicerol e acidos
graxos livres. Essas enzimas apresentam uma capacidade uUnica de agir
apenas na interface 6leo/agua. Essa definicdo exclui as enzimas que agem em
ésteres sollveis em agua (esterases) ou que hidrolizam outros lipideos
(acilhidrolases, colesteolesterase, tioesterases e outras) (CARVALHO et al.,
2003).

Dentre 0s processos bioquimicos descritos na literatura, as lipases
representam cerca de 35% dentre as enzimas empregadas. Depois das
proteases e amilases, esse grupo enzimatico é considerado o terceiro grande
grupo em volume de vendas, movimentando bilh6es de ddlares. No entanto,
mesmo com uma variedade de lipases microbianas, o uso dessas enzimas em
escala industrial ainda € escasso, pelos elevados custos de producéo
(PAQUES e MACEDO, 2006).

O crescente mercado enzimatico das lipases exige a selecdo de novos
micro-organismos produtores com maiores taxas de producédo a fim de reduzir
0s custos, visando aumentar a produtividade e obter enzimas com diferentes
propriedades. A procura por fontes de novos micro-organismos produtores de
lipases avaliando as aplicagbes futuras que requerem nao somente a
especificidade da enzima-substrato, mas também a estabilidade do processo,
tal como a tolerancia do pH e a estabilidade térmica elevada, vem ganhando

cada vez mais destaque nos estudos cientificos (SHU, XU e LIN, 2006).

Para a selecdo dos micro-organismos produtores de enzimas,
empregam-se métodos de deteccdo qualitativos ou quantitativos (GUPTA et
al., 2004). Um dos métodos qualitativos para a producéo de lipase consiste em

obter halo diferenciado ao redor da colbnia, devido as substancias adicionadas



ao meio, que podem ser baseados em Tween 20, Tween 80, tributirina e 6leo
de oliva (GUPTA et al., 2004; FREIRE, 1996).

Dentre os meétodos quantitativos para a verificacdo da atividade
lipolitica, freqiientemente se utiliza a reacdo de hidrolise de ésteres de acidos
graxos de diferentes tamanhos de cadeia, como por exemplo de p-
nitrofenilpalmitato, que ocasiona a liberacdo de p-nitrofenol, de coloracao
amarela, que absorve na regido do visivel a 410 nm. A limitacdo desse método
€ relativa ao pH e sé permite utilizacdo em pH neutro ou alcalino, pois o
pnitrofenol ndo absorve na regiao de visivel (amarelo) em pHs &cidos (GUPTA
et al., 2004). Outro método quantitativo bastante utilizado € o método
titulométrico que se baseia na titulagdo dos acidos graxos liberados pela acéo
da enzima lipase, presente no caldo fermentado bruto, sobre os triglicerideos
de Oleo de oliva emulsionados em goma arébica (FREIRE et al., 1997;
CARDENAS et al.,2001).

Lipases microbianas podem ser divididas em trés categorias baseadas
na especificidade ao substrato: lipases ndo especificas (atuam aleatoriamente
na molécula do triglicerideo resultando na sua hidrolise completa em glicerol e
acido graxo), lipases sitio-especificas (hidrolisam somente ligacdes eéster
primarias, ex. nos atomos C; e Cz do glicerol), e lipases com especificidade por
acidos-graxos (com preferéncia a determinados tipos de acidos graxos)
(GUPTA; GUPTA; RATHI, 2004).

Ao terceiro grupo de lipases encontramos: Bacillus subtilis, Bacillus
licheniformis, Bacillus thermocatenulatus, Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus aureus e Aeromonas hydrophila
(DARTOIS et al., 1992; ANGUITA; RODRIGUEZ APARICIO; NAHARRO, 1993;
SCHMIDT-DANNERT; RUA; SCHMID, 1997; REETZ; JAEGER, 1998;
EGGERT et al., 2001; NTHANGENI et al., 2001; MA et al., 2006)
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3.2.2 Atividade lipolitica dos micro-organismos

As lipases sdo amplamente distribuidas na natureza. Embora sejam
encontradas em varias espécies de animais, vegetais e micro-organismos, as
enzimas de fontes microbianas recebem uma particular atencéo devido ao seu
potencial aplicacdo na industria, principalmente na de detergentes, Oleos e
gorduras, fabrica de laticinios e industria farmacéutica (SHIRAZI et al., 1998;
DRIKS, 2002; SAXENA et al., 2003; DAMASO et al., 2008).

Uma grande variedade de micro-organismos apresenta a habilidade de
produzir lipases, dependendo dos parametros reacionais e apresentando
diferentes especificidades, peso molecular, sensibilidade a pH e temperatura.
As lipases microbianas, de modo geral, apresentam um grande potencial para
aplicacdes comerciais devido sua estabilidade, seletividade e larga
especificidade por substratos, podendo atingir uma atividade maxima em pH
entre 6 e 8. Com relacdo a estabilidade ao pH, os protocolos experimentais
variam com o tempo e condi¢des de incubacdo adotados (CARDENAS et al.,
2001; CIAFARDINI et al., 2006; FERNANDES, 2007).

Véarios métodos podem ser usados para selecdo de micro-organismos
produtores de lipases extracelulares. Dentre estas, inclui-se a utilizacdo de
meio sOlido com presenca de substratos indutores como Oleos vegetais,
triglicerideos padrao (tributirina, trioleina, etc), Tween 80, e corantes que
possibilitam a visualizacdo da reacdo de hidrélise (WANG et al.,, 1995;
CARDENAS et al., 2001; KO et al., 2005; DAMASO et al., 2008). No entanto,
alguns destes substratos podem nédo ser adequados para deteccéo de lipases,
tornando-se importante a verificacdo da especificidade de hidrdlise ou sintese
por lipases e esterases (KOUKER e JAEGER, 1987). Alguns autores citam o

uso de Rodamina B o qual resulta na producao de um complexo fluorescente
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pela producédo de lipases nas placas, facilitando a visualizacdo das coldnias
produtoras de enzima (KOUKER e JAEGER, 1987, WANG et al., 1995;), e
corante azul de bromofenol (DAMASO et al.,2008).

Entre os micro-organismos descritos como produtores de lipases pela
literatura, pode-se citar Candida rugosa, Candida antarctica, Pseudomonas
alcaligenes, Pseudomonas mendocina, Burkholderia cepacia (JAEGER e
REETz, 1998). Além disso, outras pesquisas demonstram que Geotrichum sp.
(BURKERT et al., 2004), Geotrichum candidum (ZAREVUCKA et al., 2005),
Pseudomonas cepacia, Bacillus stearothermophilus, Burkholderia cepacia
(BRADOO et al.,, 2002), Candida lipolytica (TAN et al., 2003), Bacillus
coagulans (ALKAN et al., 2007), Bacillus coagulans BTS-3 (KUMAR et al.,
2005), Pseudomonas aeruginosa PseA (MAHANTA et al., 2008), Clostridium
thermocellum (CHINN et al., 2008), Yarrowia lipolytica (KIM et al., 2007),
Penicillium verrucosum (KEMPKA et al., 2008), Penicillium simplicissimum (DI
LUCCIO et al., 2004; CAVALCANTI et al.,, 2005; GUTARRA et al., 2007;
VARGAS et al., 2008;).

3.3 Género Bacillus

3.3.1 Caracteristicas Gerais

O género Bacillus (familia Bacillaceae) é considerado extremamente
heterogéneo (a % G + C das diversas espécies variam de 32 a 69)
fenotipicamente (tipo respiratério, metabolismo de acucares, composi¢cdo de
parede, etc). Os estudos do ARNr 168 e 23S confirmaram a heterogeneidade
e mostraram que esse género pode ser divido em muitos géneros (ASH et al.,
1991; DE BOER et al., 1994).
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As espécies desse género sao bacilos com extremidades retas
arredondadas de tamanhos variaveis (0,5 X 1,2 um até 2,5 X 10 um),
esporulados, Gram positivos ou Gram variaveis (na maioria das vezes, a
coloragcdo de Gram nado € positiva nos cultivos jovens), geralmente moveis
gracas aos cilios peritriquios e algumas espécies sao capsuladas (B.
antharacis, B. licheniformis, B. megaterium e B. subtilis podem elaborar uma
capsula formada de polimeros de &cido glutdmico), aerébicos ou anaerdébicos,
frequentemente catalase positiva e variavelmente dependendo do estado da
cultura, respondem ao teste da oxidase (FERGUS, PRIEST, e TODD, 1988;
BURGESS, LINDSAY, e FLINT, 2010).

O género Bacillus, cujo habitat principal € o solo onde possuem um
importante papel no ciclo do carbono e do nitrogénio. A resisténcia dos
esporos e a diversidade fisiologica das formas vegetativas fazem com que
sejam considerados ubiquos, podendo ser isolados do solo, da agua do mar,
de agua doce e de diversos géneros alimenticios (TRAVERS et al., 1987;
CONNOR et al.,, 2010). O género tem se destacado como um excelente
produtor de diversos produtos biotecnoldgicos no mercado mundial, (KUTA et
al, 2009). Crescem bem em meio simples e produzem enzimas hidroliticas,
como proteases, lipases, mananases e glucanases. (SAMANYA e
YAMAUCHI, 2002; SHUMI, TOWHID-HOSSAIN; ANWAR, 2004)

Diversos estudos tem sido realizados sobre a patogenicidade dos micro-
organismos deste género e poucos casos tém sido registrados, o que os leva a
serem utilizados extensivamente na producdo industrial de exoenzimas.
(VEITH et al., 2004). Segundo Kenneth (2005) a espécie Bacillus, tem atraido
interesse desde 1872, pela extraordinaria resisténcia de seus endosporos a
agentes quimicos e fisicos, pelo seu ciclo de crescimento para formar esses
endosporos e pela producdo de antibidticos. Atualmente existem 77 espécies
reconhecidas do género Bacillus que se encontram descritas na Tabela 01.
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Espécies de Bacillus geralmente crescem bem em meios definidos
contendo varias fontes de carbono. Muitos desses micro-organismos
produzem enzimas hidroliticas extracelulares que degradam polimeros
complexos, como polissacarideos, acidos nucléicos e lipideos, permitindo aos
organismos utilizarem esses produtos como fontes de carbono, e se tornando
doadores de elétrons. Varios Bacillus produzem antibioticos (bacitracina,
poliximina, tirocidina, gramicidina e circulina). Na maioria dos casos, a
producdo de antibioticos esta relacionada ao processo de esporulacéo. Existe
ampla diversidade na fisiologia deste género, no qual as caracteristicas
coletivas incluem a degradacdo de muitos substratos derivados de plantas e
animais como fontes de carbono, incluindo celulose, amido, pectina, proteinas
e hidrocarbonetos (GUPTA;GUPTA, e RATHI, 2004; SCHALLMEY, SINGH, e
WARD, 2004; AL-JANABI, 2006; RAO, e NARASU, 2007; KAYALVIZHI e
GUNASEKARAN, 2010).

Muitas espécies de Bacillus sdo descritas na literatura como versateis,
capazes de utilizar uma variedade de substratos de baixo custo e de facil
disponibilidade tais como os subprodutos da agroindustria: torta de soja,
bagaco de cana, farelo de arroz e farelo de trigo como substratos respiratorios,
em muitos casos, fermentam carboidratos e produzem glicerol e butanodiol
(SOCCOL e VANDENBERGH, 2003). A maioria é mesofilo com temperaturas
Otimas entre 30 e 45 °C, porém o género contém um numero de termofilicos
representativos que crescem a temperatura de 65°C ou mais altas. O género
Bacillus é amplamente utilizado na indudstria, na manufatura de enzimas
comerciais, principalmente amilases e proteases e também em bioinseticidas e
no tratamento de agua. (STAINER et al., 1986; REIS, 2004).
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Tabela 01.

Espécies de Bacillus descritas atualmente

B. agaradhaerens B. alcalophilus B. amyloliquefaciens B. anthracis

B. atrophaeus B. azotoformans B. badius B. benzoevorans

B. carboniphilus B. cereus B. chitinolyticus B. circulans

B. clarkii B. clausii B. coagulans B. cohnii

B. edaphicus B. ehimensis B. fastidiosus B. firmus

B. flexus B. fumarioli B. fusiformis B. gibsonii

B. globisporus B. halmapalus B. haloalkaliphilus B. halodenitrificans

B. halodurans B. halophilus B. horikoshii B. horti

B. infermos B. insolitus B. kaustophilus B. laevolavtius

B. megaterium B. methanolicus B. mucilaginosus B. mycoides

B. mojavensis B. mucilaginosus B. mycoides B. naganoensis

B. niacini B. oleronius B. pallidus B. pasteurii

B. pseudalcaliphilus B. pseudofirmus B. pseudomycoides B. psychorophilus

B. psychrosaccharolyticus | B. pumilus B. schlegelii B. silvestris

B. simplex B. siralis B. smithii B. sphaericus

B. sporothermodurans B. stearothermophilus | B. subitilis B. thermoamylovorans
B. thermocatenulatus B. thermocloaceae B. thermodenitrificans | B.thermoglucosidasius
B. thermoleovorans B. thermosphaericus | B. thuringiensis B. tusciae

B. vallismortis B. vulcani B. Weihenstephanensis B. vedderi

Fonte: : www.bacterio.cict.fr, atualizada em Janeiro de 2007.

3.3.2 Bacillus licheniformis

O Bacillus licheniformis, micro-organismo de interesse pelo carater nao

patogénico (Figura 1), esta amplamente distribuido na natureza, sendo uma

bactéria do solo, encontrada principalmente associada com plantas e materiais

de plantas bem como préxima a este local , é descrito na literatura pela alta

resisténcia de seus endosporos que séo disseminados com a poeira (VEITH et

al., 2004)
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Figura 1 - Micrografia do B. licheniformis Fonte: Niu et. al., 2009.

Durante véarias décadas o B. licheniformis vem sendo utilizado na
producdo industrial de enzimas como a alfa-amilase e de varias proteases
(Bio-Technical Resources), sendo classificado como GRAS (Generally
Reconized As Safe) pela U.S. Food and Drug Administration (FAD) na
producdo de alfa-amilase (BTR Bio-Technical Resources). Muitas das
atividades sao atribuidas a proteases extracelulares produzidas por B.
licheniformis consistem em duas formas proteoliticas: proteases serina alcalina
(SAP) e proteases naturais (NP) (CALIK, 1997; CALIK, 1998).

Dentre as varias espécie de Bacillus existentes e consideradas
adequadas para a producdo de endosporos e enzimas microbianas, destacam-
se o B. licheniformis, B. Subtilis, B. cereus e B. clausii, sendo ainda utilizados
como probidticos para animais e humanos (MAIORKA et al, 2001; CASULA, et
al., 2002).

3.4 Sorvete

O sorvete € um produto que agrada aos mais variados paladares, de
todas as faixas etarias e de qualquer classe social. Sdo considerados

alimentos refrescantes, que combinam muito bem com o clima tropical do
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Brasil, onde existe uma variada gama de ingredientes que podem ser usados
para enriquecer e diversificar ainda mais as receitas de sorvetes, que vao das

frutas mais exoticas as sementes dos mais diversos tipos (MAIA et al.,2008).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) define gelados
comestiveis como produtos alimenticios obtidos a partir de uma emulséo de
gorduras e proteinas, com ou sem adicdo de outros ingredientes e
substancias, ou ainda como uma mistura de agua, acucares e outros
ingredientes e substancias. Esses componentes devem ser submetidos ao
congelamento de maneira tal que garantam a conservacao do produto no
estado congelado ou parcialmente congelado, durante a armazenagem, o0

transporte e a entrega ao consumo (BRASIL, 1999).

De acordo com Mathias et al. (2005), os gelados comestiveis sdo
alimentos obtidos pelo congelamento de uma mistura pasteurizada ou
preparado de frutas, composta de ingredientes lacteos ou nao, acucares,
corantes, estabilizantes e emulsificantes. Para Bolliger et al., (2000) o sorvete
pode ser considerado um coldide (sistema de particulas de 1nm a 1 m de
tamanho) suspenso ao ar com gordura cristalizada e adgua, numa solugcédo de
acucar altamente concentrada, contendo hidrocolbides, micelas de caseina e
outras proteinas. O sorvete pode ou nao conter gordura de leite, podendo ser
classificado em premium (altamente gorduroso), light (baixa quantidade de

gordura), e outros produtos correlatos (MATTHIAS et al., 2005).

3.4.1. Caracteristicas de qualidade do sorvete

A composi¢cdo quimica do sorvete determina varios parametros

estruturais e sensoriais importantes para obtencdo de um produto final de

qualidade, como firmeza, resisténcia ao derretimento e textura, entre outros
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(GRANGER et al., 2005). Os ingredientes utilizados no mix (mistura dos
ingredientes) tém extrema importancia na qualidade do produto final. A gordura
favorece o sabor, a textura e a consisténcia do sorvete. Por outro lado, a
sacarose confere corpo aos produtos congelados e influencia a formacao dos
cristais de gelo por causa do abaixamento do ponto de congelamento da agua
(CHARLEY e WEAVER, 1998; FREELAND-GRAVES; PECKHAM, 1996;
SOLER; VEIGA, 2001).

A gordura do leite representa o ingrediente mais importante na
qualidade do sorvete e o primeiro a ser estimado no célculo do mix, sendo os
demais ingredientes estabelecidos com base na propor¢cao em que se ligam a
gordura. A gordura lactea é um composto complexo formado por triacilglicerais,
fosfolipideos, colesterol e pequenas quantidades de &cidos graxos livres
(KEENEY e KROGER, 1987; VARNAM e SUTHERLAND, 1994). A principal
fonte de gordura ndo-lactea em sorvetes é a gordura vegetal hidrogenada, que
representa atualmente o produto mais concentrado em gorduras do tipo trans,

obtidas pela hidrogenacéo de acidos graxos insaturados.

A sacarose tem como principal funcdo conferir sabor doce, aumentar o
teor de sélidos, contribuir com a textura e regular o ponto de congelamento do
sorvete, sendo utilizada como padrao de referéncia do potencial de docgura de
outros adocantes (SOLER e VEIGA, 2001).

A fase continua em sorvetes € representada por uma mistura densa de
sacarose e a fase dispersa por bolhas de ar, glébulos de gordura, micelas de
caseina e hidrocoloides, permitindo a coexisténcia de trés estados na mistura:
gasoso, sélido e liquido. Porém, a homogeneizacdo e a estabilizacdo das
fases imisciveis em sorvetes, em geral, sdo feitas com a utilizacdo de aditivos,
como estabilizantes e emulsificantes (INNOCENTE, COMPARIN e
CORRADINI, 2002).
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Os emulsificantes sdo substancias quimicas que, adicionadas a
determinadas preparagdes tais como o sorvete, tém por finalidade manter a
estabilidade da dispersédo de duas fases imisciveis, ou seja, a emulsdo 6leo
em agua, além de deslocar as proteinas da interface das bolhas de ar. As
emulsdes sdo obtidas pela mistura vigorosa de dois ingredientes ndo-misciveis
com a finalidade de formar as goticulas da fase dispersa, no entanto, a
auséncia do estabilizante provoca a separacdo das fases (VICENTE,
CENZANO e VICENTE, 1996; ARMONDES, 1998; COULTATE, 2004; GOFF,
2008;).

Os estabilizantes (goma guar, goma xantana, carragenanas e alginatos)
comercializados com a denominacéo de liga neutra, ndo constituem agentes
emulsificantes, mas tém grande afinidade pela agua assegurando que

solugdes bastante diluidas permanecam viscosas (COULTATE, 2004).

Tradicionalmente, a gema de ovo e a lecitina de soja sdo 0s agentes
emulsificantes mais utilizados na indastria de alimentos. Entretanto, suas
aplicacdes sdo limitadas a certos tipos de alimentos, sendo em geral
substituidos por compostos sintéticos como os derivados de glicerol e ésteres
de sorbitana. Os agentes emulsificantes mais utilizados em sorvetes sdo o0s
derivados de glicerol. A maioria dos produtos emulsificantes € utilizada em
associacao a estabilizantes, que tém como fung&o auxiliar na manutencao da
estabilidade da emulsdo, aumentando a viscosidade da fase aquosa, o que é
desejavel na formulacao de sorvete (ARMONDES, 1998).

3.4.2 Processamento
As etapas que compdem a elaboragcdo de sorvetes variam de acordo
com a técnica escolhida sendo, em geral, agrupadas em trés etapas

fundamentais: (1) mistura dos ingredientes e seu aquecimento, seguida de

pasteurizacéo; (2) congelamento ap0s a homogeneizacdo com o proposito de
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incorporar ar a mistura; (3) endurecimento, estagio onde a agua nao
congelada do sorvete se deposita sobre os cristais de gelo, assim aumentando
seu tamanho (NARAIN et al., 2006).

O preparo da mistura compreende a etapa na qual os ingredientes
liguidos sdo colocados no equipamento de pasteurizacdo para agitacao e
aquecimento, com o propésito de liquefazer a gordura, dissolver a sacarose e
o estabilizante. Os ingredientes secos sao misturados entre si previamente,
para evitar a formacdo de grumos e adicionados em seguida a mistura no

pasteurizador antes que a temperatura atinja 50°C.

A homogeneizacédo deve ser iniciada imediatamente apds o mix atingir a
temperatura de pasteurizacdo (MORETTI, 1977 apud Santos, 2009). Em
geral, na industria de sorvetes, a pasteurizacdo pode ser feita de duas formas:
em batelada ou continua. O processo em batelada também conhecido como

batch é realizado no equipamento homogeneizador temperatura de 69 C a
71°C por 30 min, com resfriamento rapido imediatamente apds o aquecimento.
A pasteurizacdo continua é feita por trocadores de calor em sistema de alta
temperatura e curto tempo (HTST) a uma temperatura de 80°C por 25 seg.
Na auséncia de um equipamento pasteurizador, 0s sorvetes podem ser
pasteurizados de forma artesanal, aquecendo-se a mistura a 70°C por 30 min
e resfriando-a rapidamente (VICENTE; CENZANO; VICENTE, 1996; SOLER,;
VEIGA, 2001).

A etapa seguinte é a maturacdo que tem por finalidade produzir
mudancas desejaveis nos aspectos sensoriais do sorvete, tais como a
solidificacdo da gordura, adsorcdo de agua por proteinas e estabilizantes,
resisténcia ao derretimento e melhora da textura e capacidade de
incorporacao de ar. O tempo de maturacdo € maior para mix com elevado teor
de gordura (VICENTE; CENZANO; VICENTE, 1996; SOLER; VEIGA, 2001).
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Ao final dessa etapa, sdo adicionados ao mix a polpa de fruta (a uma
temperatura de + 4°C) e o emulsificante, assim reduzindo o risco de
precipitacdo das proteinas do leite por acidos da polpa de fruta (MORETTI,
1977 apud Santos, 2009). O congelamento € considerado o estagio mais
importante no processo de fabricacdo do sorvete, compreendendo o
congelamento rapido com agitagdo do mix para incorporagao de ar ( overrun )
e formacdo de pequenos cristais de gelo, além do endurecimento do produto
sem agitacdo para remover o calor de forma réapida (VICENTE; CENZANO;
VICENTE, 1996; SOLER; VEIGA, 2001). Na etapa de congelamento é
fundamental que o processo seja rapido, garantindo assim a formacdo de
pequenos cristais de gelo que conferem 0 aspecto cremoso caracteristico do
sorvete (NARAIN et al., 2006).

O congelamento do mix para obtencdo do sorvete é uma etapa
simultanea ao batimento, permitindo a incorporagdo de ar a mistura enquanto
€ congelada. O mix sai do tanque de maturacdo a uma temperatura de +4°C a
+5°C e 0 processo de congelamento reduz a temperatura de -4°C a -9°C. A
partir dessa etapa se obtém o sorvete, que sera transferido para camara fria a
uma temperatura de -25°C, onde o congelamento e o endurecimento ser&o
completados (VICENTE; CENZANO; VICENTE, 1996; SOLER; VEIGA, 2001).

3.4.3 Composigao nutricional

Do ponto de vista nutricional, o sorvete € considerado um alimento
completo e de alto valor nutritivo, pois fornece proteinas, carboidratos, lipidios,
vitaminas A, Bi1, B2, Bs, C, D, E e K, calcio, fésforo e outros minerais.
Independente da classificacdo, o sorvete €, devido as suas propriedades
nutricionais, uma excelente fonte de energia, e por isto um alimento
especialmente desejavel para criancas em fase de crescimento e para

pessoas que precisam recuperar peso. Pelo mesmo motivo, deve ter uma
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ingestdo controlada ou evitada na dieta de pessoas que necessitam reduzir

peso ou mesmo as que ndo querem ganha-lo (MAIA et al., 2008).

De acordo com a Portaria n°379 da ANVISA (BRASIL, 1999) ha
exigéncias quanto a composicdo centesimal minima de nutrientes nos
sorvetes, conforme a Tabela 06, s6 podendo ser intitulado com sorvete o

produto alimenticio que conter o minimo exigido.

Tabela 02- Composi¢cdo minima e densidade aparente em sorvetes

Componentes % minima
Solidos Totais 28
Gordura lactea 3
Proteinas do leite 2,5
Densidade aparente (g/L)* 450

7z

* densidade aparente é a medida do ar incorporado ao sorvete mediante
batimento sendo expressa em gramas/litro. Fonte: BRASIL, 1999

Para a legislacédo brasileira, os sorvetes podem ser classificados segundo a

composicédo basica.

3.4.4 Classificagao quanto a composigao basica:

Segundo a ANVISA (1999), os gelados comestiveis sdo classificados
em:
-Sorvetes de creme: sdo os produtos elaborados basicamente com leite e ou
derivados lacteos e ou gorduras comestiveis, podendo ser adicionado de

outros ingredientes alimentares:
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- Sorvetes de leite: sdo os produtos elaborados basicamente com leite e ou
derivados lacteos, podendo ser adicionado de outros ingredientes alimentares.
- Sorvetes: sdo os produtos elaborados basicamente com leite e ou derivados
lacteos e ou outras matérias primas alimentares e nos quais os teores de
gordura e/ou proteina séo total ou parcialmente de origem néo lactea, podendo
ser adicionados de outros ingredientes alimentares;
- Sherbets: sdo os produtos elaborados basicamente com leite e ou derivados
lacteos e ou outras matérias primas alimentares, e que contém apenas uma
pequena proporcdo de gorduras e proteinas, as quais podem ser total ou
parcialmente de origem ndo lactea, podendo ser adicionados de outros
ingredientes alimentares.;
- Gelados de frutas ou Sorbets: sdo produtos elaborados basicamente com
polpas, sucos ou pedacos de frutas e aclUcares podendo ser adicionado de
outros ingredientes alimentares;
- Gelados: sao os produtos elaborados basicamente com agucares, podendo
ou ndo conter polpas, sucos, pedacos de frutas e outras matérias primas,
podendo ser adicionados de outros ingredientes alimentares.

Goff (1997) descreve que a estrutura espumosa do sorvete pode ser
classificada como um complexo coloidal de alta consisténcia, constituido de
trés fases distintas: os glébulos de gordura, as bolhas de ar e os cristais de

gelo, que séo os principais responsaveis pela qualidade do produto final.

Do ponto de vista fisico, o sorvete é um sistema multifasico complexo,
no qual bolhas de ar, glébulos de gordura parcialmente coalescidos e cristais
de gelo estdo dispersos em uma solucéo viscosa (KOXHOLT et al., 2001).
Esses elementos formam uma rede tridimensional responsavel pela estrutura
do sorvete (BOLLIGER et al., 2000).
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3.4.5 Composicao residual em sorvetes de chocolate

Os principais &cidos graxos encontrados em todos os chocolates e nos
produtos contendo chocolate sdo o palmitico, estearico, oléico e linoleico
(SUZUKI, 2009).

Nos sorvetes de chocolate na forma normal e light, encontram-se acidos
graxos saturados, destacando-se os acidos palmitico (16:0), esteéarico (18:0),
com concentracbes maiores para a forma normal, 2190,00 mg e 810,00

(normal e light) mg/100g de sorvete, respectivamente (Suzuki, 2009).

Dos acidos graxos monoinsaturados, destaca-se o acido oléico (18:1n-
9), com quantidades que variaram de 500,00 (light) a 2120,00 (normal)
mg/100g de sorvete. As quantidades de acidos graxos polinsaturados variaram
de 40,00 mg (light) a 450,00 mg (normal), tendo como destaque para o acido
linoléico (18:2n-6), (Suzuki, 2009).

O &cido graxo trans presente é o &cido elaidico, e suas quantidades nas
amostras variaram de 1,55mg (light) a 10mg (normal) por 100g de sorvete
(Suzuki, 2009).

Alem do teor de gordura, ap6s a producao do sorvete encontramos em
seu descarte solidos lacteos ndo gordurosos representados principalmente por
proteinas, sais minerais e lactose, alginatos, carboximetilcelulose e
carragenos como funcionaram como estabilizantes do produto. (retidado de:

http://www.ufrgs.br/alimentus/laticinios/gelados/gelados gelado componentes

explic.htm#a9a)
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Abstract

The Bacillus genus has emerged as an excellent producer of several
biotechlogical products on the world market, especially the enzymes. Microbial
lipases, show great potential for commercial applications because of their
stability, selectivity and wide substrate specificity. The use and development of
means of production to the microbial enzymes have been widely used in recent
decades. Three different compositions of different media: Medium A (5.0%
peptone, 0.1% NaNOs, MgSO, 0.1% and 1.0% soybean oil), Mode B (1%
peptone, NaCl 0.5% CaCl,.2H,0 0.1% Tween 20 1%) and Middle C (glucose
1.0%, peptone 2.0%, 0.5% yeast extract, olive oil, 1.0 %, NaNO3 0.1%, 0.1%
KH,PO4, MgS0O,4. 7H,0 0.05%). The results indicated that the B. licheniformis
had a better growth in the medium C, demonstrated pH values ranging from 5.8
to 7.5, and lipolytic activity of 256 U / mL.

Keywords: Lipase, Bacillus licheniformis, Enzyme Production.
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Introducgao

As enzimas sdo versateis e possuem propriedades que as
tornam altamente requisitadas como catalisadores. Em geral, toda enzima,
catalisa as transformagdes moleculares sem que ocorram reagdes paralelas
indesejaveis que sdo comuns em sinteses quimicas. Apresentam alta
eficiéncia catalitica, elevando a velocidade das reacfes. Atuam em
temperaturas brandas, ao contrario dos processos quimicos em que se tornam
necessarios temperaturas mais elevadas e valores de pH distantes da
neutralidade. A regulacdo da atividade enzimética com relativa facilidade, é
outra vantagem, bastando, para isso, modificar a natureza do meio de reacao,
como por exemplo, pela alteracdo do pH ou pela adicdo de algum efetor.
Sendo assim, o emprego de enzimas em processos industriais € os torna
relativamente simples, faceil de controlar, energeticamente eficiente, além dos
produtos formados apresentarem melhor qualidade (PATEL, 2002; PIZARRO &
PARK, 2003; CASTRO et al., 2004; HASAN et al., 2006).

As lipases (E.C.3.1.1.3, triacilglicerol acilhidrolases) sdo enzimas que
ocupam um lugar de destaque entre o0s biocatalisadores e tém muitas
aplicacdes, motivo este que faz crescer significativamente sua participacdo no
mercado mundial de enzimas industriais. As lipases, no futuro, terao
importancia industrial e comercial comparavel as das peptidases, cuja venda
entre as enzimas industriais, alcanca 25 a 40% (SAXENA, et al., 2003; HASAN
et al., 2006; FREIRE e CASTILHO, 2008; CAl et al., 2009).

O potencial biotecnoldgico das lipases relaciona-se ao fato de catalisar
ndo apenas a hidrolise, mas também reacdes de esterificacdo e
transesterificagdo, e mantém sua estrutura e atividade em solventes organicos,
nao requerem a presenca de co-fatores, catalisam reacdes em baixa

temperatura e pressao, possuem uma larga especificidade pelo substrato, e
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exibem alta enantiosseletividade (ELIBOL e OZER, 2002; CARVALHO et al.,
2003; SAXENA et al., 2003; BURKERT et al., 2004; CASTRO et al., 2004; TAN
et al., 2004; CONTESINI et al., 2009; REIS et al., 2009; ACIKEL, et al., 2010;
RIGO et al., 2010).

As lipases podem ser comumente encontradas na natureza e s&o
obtidas a partir de fontes animais, vegetais e microbianas. Numerosas
espécies de bactérias, leveduras e fungos filamentosos sdo produtoras de
lipases. (CASTRO et al., 2004; CIHANGIR & SARIKAYA, 2004; COLEN, 2006;
HASAN et al., 2006; VARGAS et al., 2008; CONTESINI et al., 2009; ACIKEL et
al., 2010).

A utilizac&o das lipases de origem microbiana, sdo mais Uteis que as de
origem vegetal e animal. Tal fato pode ser justificado, pela variedade de micro-
organismos, pela possibilidade de manipulacdo genética, e pelo rapido
crescimento dos micro-organismos em meios de baixo custo (COLEN, 2006;
HASAN et al., 2006).

O género Bacillus é atualmente considerado como um dos maiores
produtores de substancias biotecnolégicas, apresentando diversas espécies
encontradas na natureza, e algumas como participantes da biota intestinal
humana e animal (JAEGER et al., 1994; LOGAN; DE VOUS, 1998;
JORGENSEN et al., 2000; FENG et al., 2001; CHANTAWANNAKUL et al.,
2002; DEMAIN, e ADRIO, 2008).

Dentre as varias espécie de Bacillus adequadas para a producdo de
enddésporos e enzimas destaca-se o B. licheniformis, uma bactéria nao
patogénica, amplamente distribuida na natureza, encontrada principalmente
associada com plantas e materiais préximos a este local pela alta resisténcia
de seus endosporos que sao disseminados com a poeira (SLAPIKOFF, 1971;
CASULA, et al., 2002 ; VEITH et al., 2004).

O presente estudo teve como objetivo verificar a producgao de lipase por

Bacillus licheniformis (UCP 1014) em diferentes meios de cultivo.

41



MATERIAL E METODOS

Micro-organismo

Foi utilizado Bacillus licheniformis (UCP 1014), isolado de uma regiao
contaminada por petréleo no porto da cidade do Recife, Pernambuco. A
amostra foi identificada e catalogada no Banco de Culturas da Universidade
Catédlica de Pernambuco (UNICAP), localizado no Nucleo de Pesquisa em
Ciéncias Ambientais (NPCIAMB). A cultura foi mantida em meio Agar Nutritivo
(AN), contendo (g.L™), Peptona 10g; Extrato de carne 3,0g; NaCl 5,0g; Agar
20,9; pH 7,0.

Selecao de meios de producao de lipase

Foram testados trés meios de producao de lipase. Os meios estudados foram
denominados meio de producéo A (peptona 5,0%, NaNO3 0,1%, MgSO,4 0,1%,
Oleo de soja* 1,0%, &gua destilada 1000 mL, pH 6,5) meio de producdo B
(peptona 1,0%g, NaCl 0,5%, CaCl,. 2H,O 0,01%, Tween* 20 1%, agua
destilada 1000 mL, pH 6,0 e meio de producéo C (glicose 1,0%, extrato de
levedura 0,5%, peptona 2,0%, NaNOj3; 0,1%, KH,PO, 0,1%, MgSO,. 7H,0O
0,05%, oleo de oliva* 1%, agua destilada 1000 mL, pH 6,5).

*O Oleo de soja, tween 20 e dleo de oliva foram esterilizados por vapor fluente.

Pré-inéculo

A amostra de B. licheniformis mantida no meio Agar Nutritivo (AN), foi
transferida para Erlenmeyers de 1000mL de capacidade, contendo 450 mL de
meio Caldo Nutritivo, a 37°C em 150 rpm, durante aproximadamente 12 horas,

até atingir uma densidade 6ptica de 1,0.

Curva de Crescimento
Apos o periodo de crescimento do pré-indculo 10% foram transferido para os
meios de producdo denominados de A, B e C para os ensaios de produgéo da

lipase. O crescimento ocorreu em shaker orbital, em 150 rpm, a 37°C, durante
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96 horas. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. As amostras
coletadas a cada 4 horas durante os ensaios de producao, foram submetidas a
determinacdo do pH e da curva de crescimento do micro-organismos em

diferentes meios de producéo.

Deteccao da Atividade Lipolitica

Ao término dos ensaios de producéo, todas as amostras foram centrifugadas e
nos sobrenadantes foi determinada a atividade lipolitica através da
metodologia descrita por Soares et al. (1999). O substrato contendo 0leo de
oliva foi emulsionado com goma arabica (7%) na propor¢édo de 50:50. A reacéo
enzimatica foi realizada através de 5 mL de substrato, 2 mL de solu¢do tampéo
fosfato de sodio (0,1 M, pH 7,0) e 1 mL de solucdo enzimatica. A temperatura
da reacéo foi mantida a 37°C em banho termostatico, por 5 min., agitacédo
constante (82 rpm). A reacéao foi interrompida pela adicdo de 2 mL de uma
solucdo de acetona, etanol e dgua (1:1:1). Os acidos graxos liberados foram
titulados com solucdo padronizada de KOH 0,04 N, utilizando-se fenolftaleina
como indicador. Uma unidade de atividade é definida como a quantidade de
enzima que liberaem 1 mol de acido graxo por min de reagao, nas condi¢cdes

do ensaio. As atividades foram expressas em (1 U/mL 1 moles/mL. min).

Calculo da atividade enzimatica
A atividade enzimatica de lipase foi calculada através da equacdo segundo
SOARES, et., al. (1999)

Atividade lipolitica (U/mL) = _(Va -Vb) x N x 1000
txVc

onde: AE é a atividade lipolitica (U/mL); Va é o volume da amostra titulada
(mL); Vb é o volume do branco titulado (mL); Vc € o volume da amostra
utilizada na reacédo (mL); N é a normalidade da solu¢cdo de KOH (mol/L); t é o
tempo de reacdo em minutos. (SOARES, et. al., 1999)
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RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste estudo foram realizados ensaios para determinagéo do perfil de
crescimento e produgédo de lipase por B. licheniformis (UCP 1014) em trés
diferentes meios, contendo diferentes fontes de carbono e nitrogénio. Na figura

1 estdo descritos os resultados obtidos nos ensaios realizados.

Verifica-se um melhor crescimento de B. licheniformis no meio
denominado C, que apresenta em sua composi¢cdo glicose e Oleo de oliva
como indutor. Este meio apresentou valores de crescimento rapido até 24
horas de incubacéo, atingido seu auge numa fase estacionaria entre 56 e 64
horas, posteriormente ocorreu uma fase de declinio marcante ndo observada
nos outros meios. O meio B, apresentou um crescimento constante, atingido
seu auge em 40 horas de incubacéo, a partir dai houve um decréscimo lento
nos valores até o final da fermentacdo. Ja o meio A, contendo 6leo de soja, 0
crescimento ocorreu de forma lenta e tardia ate 40 horas da incubacéao,

atingindo seu auge a partir de 72 horas.

A determinacdo do pH das diferentes amostras coletadas esta descrita
na figura 2. Verificou-se que durante as primeiras horas de producéo
enzimatica, os valores do pH do meio A, aumentaram atingindo a neutralidade,
apresentando pequenas variacdes até chegar a atingir no final valores acima
de 8,0. Enquanto o meio C, apresentou decréscimo a partir das primeiras
horas, chegando a atingir valores de pH na faixa de 5,8 e com 16 horas houve
um aumento brusco dos valores atingindo a neutralidade. Os resultados
mostram que os valores de pH do meio C (variando entre 5,8 — 7,5) sofreram

maiores alteracbes se comparados com 0s meios A e B.
VariagOes bruscas dos valores de pH indicam consumo dos substratos

no meio. Este fato foi evidenciado na curva de pH do meio C contendo glicose
como principal fonte de Carbono. BANERJEE et al, (1985); MOHAN et al,
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(2008) relataram que alguns micro-organismos apresentam atividades mais

elevadas, quando cultivadas em meio contendo glicose.

O pH inicial do meio de crescimento é importante para a producdo de
lipase (RATHI et al, 2001). ERTUGRUL et al, (2007) relataram que a utilizacéao
de meios com um pH inicial moderadamente acido (6,0 — 6,5), otimizam a

producao de lipase em amostras de Bacillus sp.

Segundo ADAMS e BRAWLEY, (1981) e KAIMI et al, (1998) os valores
otimos de pH para a producao de lipase bacteriana, variam entre 6,5 e 8,5

Varios autores relatam que o pH neutro € geralmente definido como
o0timo para a atividade lipolitica .(KAMINI et al., 1998; ABBAS et al., 2002;
FADILOGLU et al., 2002; BURKERT, 2003; e TAN et al., 2003)

Utilizando a metodologia de Soares et. al, (1999) avaliou-se a atividade
lipolitica dos meios utilizados (Figura 3), e constatou-se a maior atividade no
meio C equivalente a 255,5 (U/mL), com 56 horas, pH 7,03. Em comparacao
com o meio A, 170 (U/mL), em 96 horas, pH 8,2, enquanto o meio Bapresentou
uma atividade de 153 (U/mL) com 84 horas, pH 8,0. FEITOSA, (2009) em seu
trabalho com bactéria isolada de solo com histérico de contato com petréleo,
obteve uma atividade lipolitica maxima de 4617 U/mL a 37°C no pH 7,0 em
120h de fermentacdo. Ja KANWAR et al. (2002), alcancaram uma atividade
lipolitica de 25 U/mL, a 34°C e pH 8,0, utilizando como fonte de enzimas
lipoliticas, a bactéria Pseudomonas G6, isoladas de solo contaminado com

petréleo.

Apds a 56° hora houve um decréscimo na atividade enzimatica do meio
C. Segundo (SANCHEZ et al, 1999), a reducado na producao de lipase apés o
longo periodo de fermentacdo pode ser devido a inativagdo da enzima por
proteases extracelulares, o que € observado para outros micro-organismos

produtores de lipase. Isto pode ser devido a secrecao de proteinas no final da
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fase logaritmica levando a uma diminuicdo na atividade da lipase (DHEEMAN
et al, 2010).

Um dos fatores mais importantes para a expressao da atividade da
lipase € a fonte de carbono, porque lipases sao enzimas induziveis e elas
geralmente s&o produzidas na presenca de lipidios. O éleo de oliva, presente
no meio C, é uma fonte de carbono adequada e tem efeito significativo para
induzir a producao de lipase (SUGIHARA, A. et al., 1991; WANG, Y. et al.,
1995; SHAFEI e ELSALAM-ABD, 2005; ARAVINDAN et al.; 2007; SHARMA, A.
et al. (2009)

Segundo Dheeman, Frias e Henehan, (2010), o aumento da producéo
de lipase, pode estad relacionado com a quantidade de &cidos graxos
poliinsaturados presente nos 6leos naturais, onde o 6leo de oliva, utilizado no
meio C, apresenta 71% de &cido oléico e 10% de acido linoléico. Para
Zhen Qian e Yun-Chun (2009), o 6leo de oliva contém cerca de 89% de acidos
graxos insaturados, e em seus estudos relataram o aumento de 4,07% na

atividade da lipase na presenca do mesmo 6leo.

Neste trabalho, o 6leo de oliva a 1% (v/ v) no meio C, influenciou na
producao de lipase. Paralelo aos nossos achados, Adinarayana, et. al., (2004)
informou  que a incorporacdo deste mesmo Oleo e na mesma

proporc¢ao, resultou na producgéo da lipase elevada.

Entre as fontes de nitrogénio, o extrato de levedura, também presente
no meio C, demostra ser um substrato adequado. Kim et al.(1994) em seus
estudos conseguiram a producao de lipase utilizando extrato de levedura como
fonte de nitrogénio. Mahanta et al., (2008) concluiu que fontes de nitrogénio no
meio pode contribuir para a producdo de lipases microbianas, conforme
demonstrado na producédo de lipase em torta de Jatropha curcas (pinh&o

manso) por Pseudomonas aeruginosa suplementada com NaNOg,
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Outro ponto que pode ter induzido uma maior atividade lipolitica no
meio C, provavelmente foram a presenca de sais de potassio e magnésio. O
potassio e o magnésio sdo compostos de grande importancia para o
metabolismo de micro-organismos, pois dependendo de sua concentragao
podem atuar favorecendo ou inibindo determinadas rotas. (CASTIGLIONI, G.
L., 2009)

O acréscimo na demanda de energia exige que 0s niveis de magnésio
estejam adequados, pois a producdo de ATP, a partir de carboidratos, lipideos
e proteinas, ndo é concretizada na falta de magnésio. Considerando que
grande parte da energia provém da hidrolise de ATP, baixa concentracdo de
magneésio pode resultar na queda do rendimento de alguns metabdlitos, devido

a diminuicdo da producéo de energia (AIRAWA, 1981).

O magnésio é um co-fator enzimatico essencial para o funcionamento
dos micro-organismos, mas em excesso, provoca interferéncias na absorcao
de calcio e potassio. Também atua na estabilizacdo de ribossomas e
membranas. Ja o0 potdssio atua como regulador osmético necessério a
atividade enzimatica e a sintese protéica, sendo também um nutriente
(AIRAWA, 1981).

As fermentacdes realizadas para a producdo de enzimas lipoliticas por
Bacillus licheniformis ( UCP 1014) foram todas conduzidas a 37°C. Walavalkar
e Bapat (2001) relataram em estudos da influéncia da temperatura do meio
para a producdo de lipases, cepas isoladas apresentaram maior atividade da
enzima em 37°C quando comparados com os de 27 e 47°C. Para BURKERT
(2003), a temperatura de 37°C é definida como 6tima para a producdo de
enzimas lipoliticas por Geotrichum candidum NRRL-Y552, no seu estudo para

a otimizacao da producéao de lipases.
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CONCLUSOES
O Bacillus licheniformis possui capacidade para producéo de lipase utilizando
diferentes meios de producdo, constituindo-se assim uma alternativa

promissora para a producao de lipase;

A implementacdo dos meios a base de 6leos naturais como o 6leo de soja e 0
Oleo de oliva aumentam a atividade da producéo de lipase;

O oleo de oliva como fonte de carbono teve diferente efeito na producdo de
lipase, constituindo assim uma alternativa viavel para a producdo de

substancias de interesse econdmico.

A producdo enzimatica de lipase demonstrou ser eficiente, utilizando meios
relativamente econdmicos, no entanto, vale ressaltar consideracdes para
trabalhos futuros visando a melhoria na eficiéncia do processo utilizando meios

contendo residuos industriais oleosos.

Resumo

O género Bacillus tem se destacado como um excelente produtor de diversos
produtos biotecnolégicos no mercado mundial, principalmente as enzimas. As
lipases microbianas, apresentam um grande potencial para aplicacdes
comerciais devido sua estabilidade, seletividade e larga especificidade por
substratos. A utilizacéo e a elaboracédo de meios de producéo para as enzimas
microbianas tém sido bastante utilizada nas ultimas décadas. Foram testados
trés meios de composicdes diferentes: Meio A (5,0% de peptona, 0,1% de
NaNO3, 0,1% de MgSO, e 1,0% de 6leo de soja), Meio B (peptona 1%, NaCl
0,5%, CacCl,.2H,0 0,1%, Tween 20 1%) e o Meio C (glicose 1,0%, peptona,
2,0%, extrato de levedura 0,5%, Oleo de oliva, 1,0%, NaNO3 0,1%, KH,PO,4
0,1%, MgSO4. 7H,O 0,05%). Os resultados obtidos indicaram que o B.
licheniformis obteve um melhor crescimento no Meio C, apresentando valores
de pH variando de 5,8 a 7,5, e atividade lipolitica de 256 U/mL.
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Figura 1 — Crescimento por B. licheniformis em diferentes meios de producéo,
150 rpm, 37 °C, 96 horas
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Figura 2 — Variacao do pH em diferentes meios de producao de lipase

utilizando o B. licheniformis, 150 rpm, 37 °C, 96 horas
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Tabela 01. Atividade lipolitica dos meios A, B e C durante 96 horas a 37°C e
150 rpm por Bacillus licheniformis (UCP 1014).

Tempo (h) Meio A (U/mL) Meio B (U/mL) MeioC (U/mL)
4 40 33,3 45
8 75 63,6 80

12 87,8 104 181
24 20 85 181
28 20 70 133
32 126 55 105
36 90 48 189,5
48 65 30 157,5
52 129 120 157,5
56 129 120 256
60 98 125 219
72 115 123 158
76 133 119 112,5
80 140 126 164
84 145 153 130
96 170 140 159

Figura 3 — Determinacgéo da atividade lipolitica no meio C de producéo de

Atividade Lipolitica U/ml
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lipase utilizando o B. licheniformis, 150 rpm, 37 °C, 96 horas
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Abstract

Lipases are enzymes known as hydrolases and catalyze the hydrolysis of long-
chain triglycerides. The potential use of these enzymes in various types of
industries such as food, fine chemicals, waste water treatment and
pharmaceuticals products, have attracted interest for this class of enzymes.
The factorial design is an important tool in the observation of statistical effects
and interactions of variables in fermentation processes. Studies were
conducted for lipase production using a factorial design 2* with 20 assays. The
results showed the best was assay condition 11 (5% of residual ice cream at
pH 3.0 in the final composition medium), 200 rpm, 96 hours, 37°C, produced
480 Ul/mL of lipase.
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1. Introdugao

A biotecnologia em processos fermentativos permite a utilizacdo de
subprodutos e dejetos de industrias e agroindustrias como fontes nutricionais
para micro-organismos, visando obtencdo de insumos (BIERGI e RINALDI,
2009).

Os sistemas industriais brasileiros abrangem uma vasta gama de
atividades agricolas ou agropecuarias, pois o pais é considerado um grande
fornecedor de alimentos para o mundo. Contudo, os residuos liquidos gerados,
por industrias de alimentos, apresentam grande complexidade fisica e quimica,
o que dificulta seu tratamento, podendo causar riscos ao meio ambiente onde
séo descartados (CERQUEIRA e COSTA, 2009).

Mais de 95% dos processos enzimaticos empregados atualmente
utilizam hidrolases. Dentre as enzimas hidroliticas de maior interesse, 5-10%
cabem as lipases (CARVALHO et al, 2005). Lipases sado produzidas por
animais, plantas e micro-organismos. As lipases microbianas ganharam
atencdo especial para industriais devido a sua estabilidade, seletividade e
ampla especificidade de substrato (Dutra et al 2008;. Griebeler et al 2009).
Além disso, as lipases sdo extremamente versateis, pois catalisam varias
reacbes e diversos substratos, quando comparadas as outras hidrolases
(CARVALHO et al, 2005). Esta classe de enzimas ocupa um lugar de destaque
entre os biocatalisadores e tém muitas aplicacdes, motivo este que faz crescer
significativamente sua participacdo no mercado mundial de enzimas
industriais. As lipases, no futuro, ter&o importancia industrial e comercial
comparavel as das peptidases, cuja venda entre as enzimas industriais,
alcanca 25 a 40% (SAXENA, et al., 2003b; HASAN et al., 2006; FREIRE &
CASTILHO, 2008; CAI et al., 2009). Outro fator importante é que as lipases
nao requer cofatores, sdo de baixo custo, atuam em regibes consideradas
especificas e em uma larga faixa de pH. Além de efetuarem reacdes de
hidrolise, podem também exercer atividade catalitica (SARKAR et al., 1998;
SCHMIDT-DANNER, 1999; NASCIMENTO et al, 2004; TREICHEL et al.,
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2009).

A capacidade das lipases realizarem transformac¢des quimicas muito
especificas (Biotransformacéo) as torna cada vez mais popular em comida,
detergente, sintese, cosméticos organicos, e produtos farmacéuticos industrias
(Park et al 2005;. Gupta et al 2007.; Grbavcic et al.2007; Franken et al.2009).

O numero de lipases disponivel, no mercado mundial, tem aumentado
desde 1980. Isso € resultado, principalmente, das enormes conquistas
ocorridas na clonagem e expressdo de enzimas dos micro-organismos, bem
como, de uma crescente demanda por estes biocatalisadores com afinidade e
propriedades especificas, tais como estabilidade, especificidade, pH e
temperatura (Bornscheuer et  al.2002; al Menoncin al. 2009).

O potencial biotecnolégico das lipases relaciona-se ao fato de catalisar
nao apenas a hidrolise, mas também reacdes inversas como a esterificacédo e
a transesterificacdo. Normalmente, mantém sua estrutura e atividade em
solventes orgéanicos, ndo requerem a presenca de co-fatores e requerem
condicbes brandas de temperatura e pressdo. Apresentam uma larga
especificidade pelo substrato e alta enantiosseletividade (ELIBOL & OZER,
2002; CARVALHO et al., 2003; BURKERT et al., 2004; de CASTRO et al.,
2004; CONTESINI et al., 2009; RIGO et al., 2010).

O sitio ativo da lipase ndo pode ser acessado pelo substrato
diretamente, uma vez que € coberto por uma superficie entrelacada chamada
de tampa . Com a ligagédo do substrato superficie da enzima, essa tampa
se move, abrindo a enzima. Dessa forma, o sitio ativo torna-se prontamente
acessivel ao substrato, expondo uma area hidrofébica significativa para a
interacdo da lipase com a interface lipidica. Esse mecanismo explica o
fenbmeno de ativagdo interfacial (VERGER, 1997; DRAVANOV &
KHALAMEIZER, 1997; JAEGER et al.,, 1999; JAEGER & REETZ, 1998;
OLIVEIRA et al., 1999; OLIVEIRA, 2000; ELIBOL & OZER, 2002; CASTRO et
al., 2004; GONCALVES, 2007; REIS et al., 2009; VOLPATO et al., 2010).

Atualmente, o maior setor da industria biotecnolégica consiste na

producdo e uso de enzimas de origem microbiana. Embora alguns
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biocatalisadores sejam até hoje extraidos de tecidos animais e vegetais,
microorganismos, em particular, sdo requisitados como fontes de enzimas
(bactérias, fungos e leveduras) (NEIDLEMAN, 1991; SHIMIZU et al., 1997,
BON et al., 2008).

O género Bacillus é atualmente considerado como um dos maiores
produtores de substancias biotecnoldgicas, apresentando diversas espécies
encontradas na natureza, e algumas como participantes da biota intestinal
humana e animal (JAEGER et al., 1994; LOGAN; DE VOUS, 1998;
JORGENSEN et al., 2000; FENG et al., 2001; CHANTAWANNAKUL et al.,
2002; DEMAIN, and ADRIO, 2008). Diversas espécies do género Bacillus
possuem uma alta capacidade em produzir e secretar uma grande quantidade
de enzimas extracelulares. Particularmente, as espécies termofilicas tém
contribuido para o desenvolvimento de uma grande variedade de novos
produtos enzimaticos lancados recentemente no mercado.

Bacillus licheniformis (uma bactéria de interesse, pelo carater néo
patogénico) esta amplamente distribuida na natureza, sendo uma bactéria do
solo, encontrada principalmente associada com plantas e materiais préximos a
estas pela alta resisténcia de seus enddsporos que sdo disseminados com a
poeira (VEITH et al., 2004).

Neste trabalho foi avaliada a influéncia do residuo da industria de sorvete
utilizando um planejamento fatorial de 2* para producéo de lipase por Bacillus

licheniformis (UCP1014), considerando seu potencial biotecnolégico.

Material e Métodos

Micro-organismo

Os estudos foram realizados com a amostra do do Bacillus licheniformis UCP
1014, depositada no Banco de Culturas do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias
Ambientais — NPCIAMB, Universidade Catodlica de Pernambuco, UNICAP,
registrada no World Federation Culture for Collection-WFCC, e mantida em
meio AN (Agar Nutritivo), a temperatura de 4°C.

60



Pré- inéculo

As amostras de B. licheniformis foram mantidas no meio Agar Nutritivo
(AN) durante 24h e a seguir transferidas para o pré-inéculo que foi realizado
em shaker orbital, utilizando Erlenmeyers de 1000mL de capacidade, contendo

450 mL de meio AN, 37°C a 150 rpm, durante aproximadamente 12 horas.

Inéculo

As amostras foram coletadas e submetidas a leitura no
espectrofotometro a 600 nm ao atingir a densidade otica de 1, foram
trasnferidos 10%, (20mL) do meio fermentado para frascos de Erlenmeyers
com 250 mL de capacidade, contendo glicose 1,0%, extrato de levedura 0,5%,
peptona 2,0%, NaNO3 0,1%, KH,PO,4 0,1%, MgS0O,4.7H,0 0,05%, pH 7,0. Os
ensaios foram realizados de acordo com o planejamento fatorial 2%, por 120 h
a 37°C.

Cinética de crescimento e produgao de Lipase

A cinética de crescimento foi realizada com condigcdo selecionada do
planejamento fatorial, sendo coletadas amostras de 5 mL a cada 4h num total

de 96h condicionadas em frascos de ambar devidamente esterilizados.

Métodos Analiticos

Determinagao pH.
O pH do meio livre de células foi medido utilizado-se um pHmetro

Orion, modelo 310.

Detecc¢ao da atividade Lipolitica
No sobrenadante do meio de cultura, foi determinada a atividade lipolitica

pelo método descrito por Soares et al. (1999). O substrato composto de 06leo
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de oliva foi emulsionado com goma arabica (7%) na propor¢cdao de 50:50. A
reacdo enzimatica composta por 5 mL de substrato, 2 mL de solu¢do tampéo
fosfato de sodio (0,1 M, pH 7,0) e 1 mL de solugdo enzimatica. A temperatura
da reacgédo foi mantida a 37°C em banho termostatico, por 5 min., em agitacéo
constante (82 rpm). A reacdo foi interrompida pela adicdo de 2 mL de uma
solucdo de acetona, etanol e 4gua (1:1:1). Os &cidos graxos liberados foram
titulados com solugéo padronizada de KOH 0,04 N, utilizando-se fenolftaleina
como indicador. Uma unidade de atividade é definida como a quantidade de
enzima que liberaem 1 mol de acido graxo por min de reagéo, nas condi¢coes

do ensaio. As atividades foram expressas em (1 U/mL 1 moles/mL. Min).

Calculo da atividade enzimatica

A atividade enzimatica de lipase foi calculada através da apresentada abaixo:

Atividade lipolitica (U/mL) = _(Va -Vb) x N x 1000
txVc

onde:

AE é a atividade lipolitica (U/mL);

Va € o volume da amostra titulada (mL);

Vb é o volume do branco titulado (mL);

Vc é o volume da amostra utilizada na reacao (mL);

N é a normalidade da solucdo de KOH (mol/L);

t € o tempo de reacdo em minutos.( SOARES,et. al., 1999)

Planejamento fatorial completo de 2*

Foi utilizado um planejamento experimental, que compreende um fatorial 2%,
com os niveis + 1 e — 1 e 4 pontos centrais, nivel zero, (tabelas 1 e 2). Para
analisar os efeitos principais e interacfes das variaveis concentracdes glicose,
residuo, pH e agitacédo (rpm) foi utilizado o software STATISTICA versédo 5.0 da
StatSoft®, USA.
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Resultados e Discussao

A tabela 3 apresenta a maxima atividade lipolitica atingida nos ensaio do
planejamento fatorial em suas respectivas horas, nesta mesma tabela
observamos que a maior atividade de todos os ensaios ocorreu a partir da 36°
hora de fermentacéo, sendo que o ensaio 11 foi superior aos demais com uma

méaxima atividade de 480 U/mL em 60 horas de fermentacao.

Cinética de crescimento e producao de lipase por Bacillus licheniformis
(UCP 1014) no ensaio 11.

A cinética de crescimento, do ensaio 11, do Bacillus licheniformes (UCP
1014) esta representada na figura 01. Pode-se perceber que nas primeiras 4
horas houve a adaptacdo do micro-organismo (fase lag) em seguida, na fase
log, 0 micro-organismo cresceu de forma rapida e constante atingido seu auge
em 28 horas. A partir dai entrou em declinio encontrando-se duas fases
estacionarias compreendidas entre 36 e 60 horas. Apds a 60% hora o declinio

foi constante porém de forma lenta.

Através da curva de crescimento do micro-organismo a maior atividade
enzimatica foi registrada no final da segunda fase estacionaria, préximo a fase
de morte, equivalente a 480 U/mL, em 60 horas de fermentacdo. Tumang e
Costa (2006) e Borzani et al. (2005), comprovaram que a maxima atividade
lipolitica alcancada apresenta-se logo apés a concentracdo de massa celular
seca entrar em fase de morte, pois, no inicio da fermentacdo predominam
transformacdes produtoras de energia com formacdo de biomassa, a enzima

s6 é formada quando o metabolismo oxidativo encontra-se atenuado.
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Nossos resultados encontram-se superiores comparando-se com Riaz,
M. et. al. (2010), que analisou a caracterizacdo e producdo de lipase por
Bacillus sp. FH5, obtendo a atividade maxima da enzima, ap6s 48 h igual a
(5,12U/ml), J& Mormeneo, et. al., (2008) analisando a producao de lipase por
Bacillus subtilis obteve uma atividade maxima de 440 U/mL em 48h, enquanto
KANWAR et al. (2002), alcancaram uma atividade lipolitica de 25 U/mL,
utilizando como fonte de enzimas lipoliticas, em fermentacdo submersa a 34°C
e pH 8,0, as bactérias Pseudomonas G6, isoladas de solo contaminado com
petroleo, j& Fernandes, M. L. M., (2007) analisando a producéo de lipases por
Burkholderia cepacia, obteve uma atividade maxima de de 49,5 U/mL a 72 h

de cultivo,

Porém nossos resultados sdo inferiores quando comparados com
Feitosa, (2009), que analisando a producdo de enzimas lipoliticas utilizando
bactéria isolada de solo com histérico de contato com petrdleo em
fermentacdo submersa obteve a maxima atividade 3891 U/mL atingida a 96h
de fermentacéo. Enquanto Ruchi et. al.,(2008) realizando uma otmizacao para
producao de lipase por Pseudomonas aeruginosa, conseguiu uma atividade de
4580 U/mL

Efeito do pH durante a produgdo de lipase por Bacillus licheniformis

(UCP 1014) no ensaio 11 do planejamento fatorial 2*

A variacdo do pH correspondente ao ensaio (11) do planejamento
fatorial 2*, conforme apresentado na figura 03, ndo sofreu muita alteracdo
variando de 3,27 a 3,32. A maxima atividade lipolitica foi atingida quando o pH
apresentava-se igual a 3,32. As atividades das lipases s&do altamente
dependentes do pH, e qualquer alteracdo pode vir a afetar o seu potencial
catalitico, uma vez que o pH influencia a estrutura de proteinas e, portanto,
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rege a sua atividade catalitica ( SHAH, et. al., 2007). Segundo Nawani, et. al.,
(2007) as lipases de Bacillus geralmente tém pH 6timo de 7,0-9,0. Porém na
propria literatura encontramos trabalhos como o de Feitosa, (2009) que
conseguiu a maxima atividade lipolitica em pH 3,0 utilizando bactérias da

biopetro.

A agitacdo e a aeracdo séo parametros que influenciam diretamente na
producdo de enzimas lipoliticas. Conforme mostra a tabela 1, trés nives de
rotacdes foram utilizadas neste trabalho indicando que a maior delas, 200rpm,

referente ao 11° ensaio foi quem mais influenciou na atividade enzimatica.

DIAZ et al. (2006), na producgéo de lipase do fungo termotolerante de
Rhizopus homothallicus em fermentagcdo submersa utilizaram pH 6,5,
temperatura de 40° C e uma velocidade de agitacdo de 170 rpm obteve uma
atividade lipolitica maxima de 50 U/mL. Por sua vez SHU et al. (2006),
obtiveram uma atividade lipolitica méxima de 26 U/mL utilizando lipase de A.
cinnamomea a uma velocidade de agitacao de 150 rpm, temperatura de 28° C
e pH 4,0. Enquanto que Potumarthi et al. (2008) estudando a influéncia da
(aeracdo e agitacdo) para a producdo de lipase utilizando R. Mucilaginosa
MTCC 8737, obteve a atividade lipolitica maxima de 72 U/mL durante 96 h de

fermentacao a 200rpm.

Na producdo de lipases &cidas pelo microrganismo mutante de
Aspergillus niger NCIM 1207 em fermentacdo submersa, MAHADIK et al.
(2004), utilizaram uma velocidade de agitacdo que variou entre 150 e 180 rpm,
a 30°C e pH 5,5, atingindo uma atividade lipolitica maxima de 25,8 U/mL.
TUMANG & COSTA et al. (2006), empregando fermentacdo submersa para a
producdo de uma lipase de Yarrowia lipolytica com uma agitacédo de 160 rpm,
numa temperatura de 30° C e pH 6,0 obtiveram uma atividade lipolitica de
1200 UI/L.
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Os resultados expressos no Diagrama de Pareto (Figura 4) com o0s
efeitos padronizados para um nivel de 95% de confianca, representados pelo
valor de p, com as seguintes variaveis independentes: glicose, residuo oleoso,
pH e agitacdo, assim como suas associagdes, influenciaram na producéo de
lipase. Sendo que a agitacdo, o pH e o residuo foram as variaveis
independente mais relevante para producdo da enzima, por ambas estarem

acima dos valores de p.
Desta forma, os residuos oleosos podem ser uma fonte alternativa tanto

de carbono como de nitrogénio, a fim de propiciar a producdo de insumos

biotecnolégicos de elevado valor agregado.
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Figura 1. Crescimento do Bacillus licheniformis (UCP 1014) em funcdo do

tempo apds 96 horas a 37°C, 200 rpm e pH 3,0 (ensaio 11).
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Figura 2. Atividade lipolitica de Bacillus licheniformis (UCP 1014) durante 96
horas a 37°C, 200 rpm e pH 3,0 (ensaio 11).
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Figura 3. Variacdo do pH no ensaio 11 do planejamento fatorial 2* durante 96
horas a 37°C e 200rpm
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Figura 4. Diagrama de Pareto mostrando os efeitos principais e interacdes das
variaveis independentes no processo de producdo de lipase por Bacillus
licheniformis, a 60 h de cultivo a 37°C. (1) glicose, (2) residuo oleoso, (3) pH e

(4) agitacédo (rpm)
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Tabela 1: Matriz do Planejamento Fatorial 2*

Nivel
Fator -1 0 +1
Glicose (g/L) 0 3,75 7,5
Residuo (g/L) 0 2,5 5
pH 3 6 9
Agitacao (rpm) 100 150 200

Tabela 2: Planejamento fatorial 2*, tendo como variaveis glicose, residuo, pH e
agitacao como variavel resposta para a producao de lipase.

Ensaio Glicose Residuo pH Agitacao
1 - - - -
2 + - - -
3 - + - -
4 + + - -
5 - - + -
6 + - + -
7 - + + -
8 + + + -
9 - - - +
10 + - - +
11 - + - +
12 + + - +
13 - - + +
14 + - + +
15 - + + +
16 + + + +
17 0 0 0 0
18 0 0 0 0
19 0 0 0 0
20 0 0 0 0

Tabela 03. Atividade lipolitica maxima nos respectivos tempos dos ensaios do
planejamento fatorial 2* durante a fermentacéo por Bacillus licheniformis (UCP
1014) a 37°C.
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Ensaio Atividade Lipolitica Ul/mL Tempo (h)
1 124,2 60
2 136 36
3 1245 36
4 108,07 80
5 178,9 76
6 65,3 36
7 118,47 56
8 110,61 48
9 161,2 36

10 300 72
1 480 60
12 110,7 32
13 2142 72
14 350 72
15 89,35 80
16 2935 72
17 380 72
18 378 76
19 442 76
20 422 72
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CONCLUSOES GERAIS

Diante dos resultados obtidos, foi possivel concluir que:

Dentre os meios de producgéo de lipase testados pelo Bacillus licheniformis
(UCP 1014), o meio denominado C foi aquele que apresentou a maior

atividade enzimatica (256 Ul/mL), quando comparado aos demais;

A composicao do meio C foi modificada pela substituicdo do 6leo de oliva

pelo residuo da producédo do sorvete de chocolate;

O planejamento fatorial 2* utilizando o meio denominado C para producéo
de lipase, apresentou 20 ensaios, tendo como variaveis: glicose, residuo de

sorvete, pH e agitacao;

O ensaio denominado 11, cujas condi¢des foram 5% de residuo de sorvete,
pH 3,0, na composicao final do meio, 200 rpm, 96 horas, 37°C, obteve uma
producao de 480 Ul/mL;

Esses resultados sugerem uma alternativa para reutilizacdo de residuos
oleosos provenientes da industria de sorvetes, como substratos para fins
biotecnolégicos, no intuito de auxiliar na composi¢cdo de meios alternativos

e econdmicos para producao de lipase bacteriana.
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