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Resumo 
 

 

O Bacillus licheniformis é uma bactéria versátil, e tem sido utilizada atualmente na 

produção de diversos produtos bitecnológicos. As lipases (E.C.3.1.1.3 ) são enzimas 

encontradas na natureza, podendo ser obtidas de fontes animais, vegetais e 

microbianas, sendo essas últimas bastante utilizadas devido a série de vantagens 

apresentadas frente as demais. A utilização de rejeitos industriais para produção e 

formulação de meios de produção de diversos bioprodutos, tem surgido como uma 

alternativa de minimizar o descarte de rejeitos das diversas indústrias de produção, 

principalmente as de origem alimentícia. Sorvetes são produtos alimentícios obtidos 

a partir de uma emulsão de gorduras e proteínas, com ou sem a adição de outros 

ingredientes e substâncias que tenham sido submetidas ao congelamento, a sua 

produção em larga escala gera resíduos sólido-líquidos com uma grande quantidade 

de gorduras e outros resíduos orgânicos. Neste trabalho, inicialmente foram 

realizados estudos para selecionar meio alternativo para produção de lipase por B. 

licheniformis (UCP 1014). E a seguir a formulação de um meio alternativo de 

produção, utilizando um resíduo da indústria de sorvete através de um planejamento 

fatorial de 24. Os ensaios ocorreram durante 96h, a 37oC Os resultados obtidos 

indicaram que o meio denominado de C (glicose 1,0%, peptona, 2,0%, extrato de 

levedura 0,5%, óleo de oliva, 1,0%, NaNO3 0,1%, KH2PO4 0,1%,  MgSO4. 7H2O 

0,05%), apresentando uma atividade lipolítica 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 resíduos oleosos provenientes da indústria de sorvete para 

formulação e produção de lipase microbiana. 

 

Palavras chave: Lipase, Bacillus licheniformis, resíduos orgânicos 
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Abstract 

 

 

The bacterium Bacillus licheniformis is a versatile, and has been used currently in 

production of various bitecnológicos. 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 I 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 37oC The results indicated that 

the middle called C (glucose 1.0%, peptone 2.0%, 0.5% yeast extract, olive oil, 

1.0%, NaNO3 0.1%, 0.1% KH2PO4, MgSO4. 7H2O 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.INTRODUÇÃO 

 

O aumento da utilização industrial de enzimas nas últimas décadas, 

ganhou bastante espaço em virtude da crescente preocupação com os 

problemas ambientais causados pelas indústrias, através da geração, acúmulo 

de rejeitos e descarte de produtos tóxicos gerados nas diversas etapas de 

produção, bem como através da qualidade do produto gerado (SOETAERT e 

VANDAMME, 2006 ). 

 

As vendas no mercado mundial de enzimas cresceram de US$ 400 

milhões/ano na década de 80 para mais de US$ 1 bilhão/ano na década de 90. 

De acordo com o relatório do Business Communications Company Inc., o 

mercado mundial de enzimas industriais aumentou de US$ 2,2 bilhões em 

2006 para US$ 2,3 bilhões em 2007, devendo chegar a US$ 2,7 bilhões em 

2012 (GOMES et al., 2007; THAKORE, 2008). 

 

Enzimas de diferentes classes, principalmente as microbianas, são 

comercializadas no mercado mundial, sendo que as hidrolases representam a 

maior fração das enzimas comercializadas, onde aproximadamente 95% dos 

processos enzimáticos empregados atualmente as utilizam 

(BÖTTCHER,SCHMIDT, e BORNSCHEUER, 2010). No entanto, a tendência é 

a mudança nesse quadro de vendas, em função da crescente demanda por 

enzimas passíveis de aplicações em processos de biorremediação, tratamento 

de efluentes industriais, química fina e na hidrólise de biomassa vegetal para 

produção de biocombustíveis (CARVALHO et al, 2005). 

 

As lipases são enzimas extremamente versáteis que possuem atividade 

hidrolítica ou de acil-transferases sobre substratos de origem lipídica, 

apresentando classificação baseada no seu modo de ação, tipo de substrato 

sobre o qual atua ou na similaridade de seqüência de atuação quando 

comparadas às 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
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HASAN, SHAH, e HAMEED, 2009). Essas enzimas têm sido utilizadas em 

uma grande variedade de segmentos biotecnológicos, como em indústrias de 

alimentos (desenvolvimento de aromas e maturação de queijos), de 

detergentes, farmacológicas (síntese de naxopreno e ibuprofeno), agroquímica 

(inseticidas e pesticidas) e oleoquímica (hidrólise de óleos e gorduras, síntese 

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 utilização de rejeitos das indústrias alimentícias e agroindustriais para 

elaboração de meios de produção considerados econômicos, tem surgido 

como uma alternativa nas últimas décadas, contribuindo assim para uma 

diminuição do lançamento de resíduos sólidos no meio ambiente sem nenhum 

tratamento prévio (BARBOSA e FERNÁNDEZ, 2009; LADEIRA et al., 2010). 

 

O sorvete é um sistema coloidal complexo composto por uma emulsão 

constituída de gotículas de gordura, de proteínas, de bolhas de ar e de cristais 

de gelo dispersos numa fase aquosa, representada  por uma solução 

concentrada de sacarose. Além disso pode conter outros ingredientes como 

emulsificantes e estabilizantes (CLARKE, 2005; GILLES, GREENLEY e 

SUTCLIFFE, 2006; SANTOS, 2009). 

 

As fórmulas convencionais de sorvete apresentam uma alta 

concentração de sacarose e gorduras, os quais estão relacionados 

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

 

O objetivo desse trabalho foi a utilização de um resíduo de sorvete para 

elaboração de meios de produção de lípase utilizando o Bacillus licheniformis 

(UCP 1014) através da seleção de meios e da utilização de um planejamento 

fatorial. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo Geral  

 

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

Bacillus licheniformis utilizando meios convencionais de produção e meios 

alternativos contendo resíduo de indústria de sorvete. 

 

 

2.1.2. Específicos 

 
 Selecionar meios de produção de lipase através de protocolos e 

substratos convencionais utilizando o Bacillus licheniformis  (UCP 

1014);  

 

 Estudar a influência do pH e da produção enzimática nos ensaios  

realizados ; 

 

 Selecionar um meio de produção de lipase para utilizar um 

planejamento fatorial e selecionar a  melhor condição de produção da 

enzima bacteriana utilizando resíduo de sorvete; 

 

 Investigar a influência das fontes de carbono e de nitrogênio, na 

composição dos meios alternativos na produção de lipase; 

 

 Comparar o desempenho de produção enzimática da lipase dos meios 

utilizados 
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         3. REVISÃO DA LITERATURA 

 

3.1 Micro-organismos como fonte de produção de enzimas 

 

A tecnologia enzimática é um dos campos mais promissores dentro das 

novas tecnologias para síntese de substâncias de alto valor agregado. A 

tecnologia de produção e de aplicação das enzimas em nível industrial está 

atualmente em poder de algumas companhias internacionais, que não 

desenvolvem pesquisa no Brasil. A indústria química brasileira importa a maior 

parte das enzimas biocatalizadoras de matérias auto-sustentáveis (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 avanço dos diversos processos biotecnológicos existentes, 

pois na base de todos os processos biotecnológicos, encontra-se a 

biodiversidade genética. Estima-se que o Brasil detenha cerca de 20% da 

biodiversidade mundial (ZANOTTO et al., 2007). No entanto, a seleção de 

cepas selvagens hiperprodutoras é uma técnica de grande importância, 

principalmente em países que possuem uma grande biodiversidade como o 

Brasil (FREIRE e CASTILHO, 2000). 

 

Os micro-organismos são encontrados em diferentes tipos de habitats, 

adaptados a diferentes condições climáticas, de temperatura, salinidade e 

também pressão biótica, que influenciam em sua atividade e distribuição 

geográfica. Em função dessa diversidade metabólica, da maior facilidade de 

obtenção de material e das propriedades cinéticas de produção de grande 

diversidade enzimática, por micro-organismos, mais adequadas a processos 

industriais, esses organismos nas últimas décadas são explorados como fonte 

de enzimas industriais (SHARMA, et al., 2001; STEELE, et al., 2008). 
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Estima-se que menos de 5% dos micro-organismos existentes na Terra, 

tenham sido descritos. Isso porque os esforços dos centros de pesquisa estão 

focados principalmente nos macro-organismos (mamíferos, répteis, anfíbios, 

aves, peixes e plantas), resultando no conhecimento de 80 a 90% destes 

seres. No entanto, os micro-organismos, mesmo exercendo funções vitais nos 

ecossistemas e na biosfera tem sido pouco estudados, tanto devido à falta de 

interesse quanto à dificuldade na pesquisa destes seres invisíveis a olho nu 

(HERNALSTEENS, 2006).  

 

 O Brasil com cerca de 8,5 milhões de quilômetros quadrados, 

possui diversas zonas climáticas que incluem o clima úmido, o semi-árido e  

temperado. Essas diferenças climáticas contribuem para a formação de 

Biomas.  A quantidade de biomas reflete numa riqueza tanto de flora quanto de 

fauna, tornando o Brasil como um país de maior diversidade de espécies no 

mundo. Diversidade biológica, 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 

enzimáticos com características especiais que podem ser aplicados nas 

diversas áreas da biotecnologia (HERNALSTEENS, 2006; RIBEIRO et al., 

2010).  

 

 O crescente aumento das pesquisas na área da enzimologia, tem 

estimulado a descoberta de novos micro-organismos com elevada capacidade 

de produção de enzimas, através de estudos realizados em laboratórios 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). 
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Vários micro-organismos produtores de enzimas são encontrados em 

diversos habitats, como em rejeitos de indústrias de processo de óleos 

vegetais e de laticínios, solos, sementes, frutos e alimentos apodrecidos 

(SHARMA et al., 2001). O solo possui uma grande diversidade de populações 

microbianas de onde se podem isolar estes microrganismos e avaliar a sua 

capacidade para a produção de enzimas (DELONG, 2002;  KO, WANG e ANN, 

2005; OREN, 2010).  

 

Essas populações são capazes de sintetizar uma grande quantidade de 

enzimas. Usualmente, mais de um tipo de enzima hidrolítica é sintetizado, 

garantindo deste modo, o consumo de vários tipos de substratos e a 

subsistência do micro-organismo. Entretanto, estudos envolvendo a 

descoberta de novos micro-organismos produtores de enzimas é de grande 

importância para a descoberta de novas enzimas, mais estáveis e seletivas, 

que poderão serem utilizadas para biocatálise e sínteses orgânicas (SMITH et 

al., 2000; CARDERNAS et al., 2001; SANDOVAL e MARTY, 2007; MULLER, 

HARMS, e  BLEY, 2010). 

 

 

3.2 Enzimas 

            As enzimas são biocatalisadores de estrutura protéica globular terciária 

ou quaternária, termolábeis e não dialisáveis, que aceleram a velocidade de 

uma reação química, isto é, atuam reduzindo a barreira energética destas 

reações. As enzimas ocorrem em todos os organismos vivos, desde os mais 

simples, unicelulares, até plantas e animais. Elas efetuam processos 

metabólicos em células vivas (HARGER et al., 1982; KIELING, 2002).          

 Atualmente, o maior setor da indústria biotecnológica consiste na 

produção e utilização de enzimas de origem microbiana. Embora alguns 

biocatalisadores sejam até hoje extraídos de tecidos animais e vegetais, micro-

organismos, em particular, são requisitados como fontes produtoras de 

enzimas (NEIDLEMAN, 1991; SHIMIZU et al., 1997; BON et al., 2008). 
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Segundo FELLOWS (1994) a atividade enzimática considerada ótima 

das enzimas microbianas, ocorre nas mesmas condições em que se produz o 

crescimento máximo dos micro-organismos. As enzimas microbianas podem 

ser extracelulares (enzimas eliminadas ao meio) ou intracelulares (enzimas 

retidas no interior das células microbianas). A produção de enzimas 

extracelulares é obtida na fase logarítmica de crescimento ou na fase 

estacionária, enquanto as enzimas intracelulares são produzidas durante o 

crescimento na fase estacionária e somente são liberadas ao meio pela lise 

celular que ocorre na fase estacionária ou na fase de declínio. Grande parte 

das enzimas utilizadas nas indústrias são enzimas extracelulares de origem 

microbiana.  

 

 O custo de produção das enzimas microbianas de uma maneira geral é 

bem menor do que os utilizados para produzir enzimas vegetais e animais. 

Devido a independência de injunções sazonais e geográficas, o tempo de 

produção é muito mais curto para sua obtenção, permitindo assim a utilização 

de diversos substratos mais baratos e conseqüentemente de um maior 

rendimento da produção através da otimização das condições utilizadas nos 

diversos processos fermentativos (SAID e PIETRO, 2002; HARI e RAKSHIT, 

2003).  

 

3.2.1.  Lipases 

  

 Esse grupo de enzimas são 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 aplicação biotecnológica, principalmente pela 

versatilidade de suas propriedades, no que se refere à atuação enzimática e 

especificidade ao substrato, e pela facilidade de produção em massa, sendo 

um dos grupos mais utilizados no segmento industrial (HASSAN et al., 2006; 

FEITOSA et al., 2010). 
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 As lipases verdadeiras (triacilglicerol acilhidrolases E.C.3.1.1.3) são 

enzimas que catalizam a hidrólise total ou parcial de triacilglicerol (TAG) 

fornecendo diacilglicerol (DAG), monoacilglicerol (MAG), glicerol e ácidos 

graxos livres. Essas enzimas apresentam uma capacidade única de agir 

apenas na interface óleo/água. Essa definição exclui as enzimas que agem em 

ésteres solúveis em água (esterases) ou que hidrolizam outros lipídeos 

(acilhidrolases, colesteolesterase, tioesterases e outras) (CARVALHO et al., 

2003). 

 

 Dentre os processos bioquímicos descritos na literatura, as lipases 

representam cerca de 35% dentre as enzimas empregadas. Depois das 

proteases e amilases, esse grupo enzimático é considerado o terceiro grande 

grupo em volume de vendas, movimentando bilhões de dólares. No entanto, 

mesmo com uma variedade de lipases microbianas, o uso dessas enzimas em 

escala industrial ainda é escasso, pelos elevados custos de produção 

(PAQUES e MACEDO, 2006). 

 

O crescente mercado enzimático das lipases exige a seleção de novos 

micro-organismos produtores com maiores taxas de produção a fim de reduzir 

os custos, visando aumentar a produtividade e obter enzimas com diferentes 

propriedades. À procura por fontes de novos micro-organismos produtores de 

lipases avaliando as aplicações futuras que requerem não somente a 

especificidade da enzima-substrato, mas também a estabilidade do processo, 

tal como a tolerância do pH e a estabilidade térmica elevada, vem ganhando 

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

 

Para a seleção dos micro-organismos produtores de enzimas, 

empregam-se métodos de detecção qualitativos ou quantitativos (GUPTA et 

al., 2004). Um dos métodos qualitativos para a produção de lipase consiste em 

obter halo diferenciado ao redor da colônia, devido às substâncias adicionadas 



   10 

ao meio, que podem ser baseados em Tween 20, Tween 80, tributirina e óleo 

de oliva (GUPTA et al., 2004; FREIRE, 1996). 

 

Dentre os métodos quantitativos para a verificação da atividade 

lipolítica, freqüentemente se utiliza a reação de hidrólise de ésteres de ácidos 

graxos de diferentes tamanhos de cadeia, como por exemplo de p-

nitrofenilpalmitato, que ocasiona a liberação de p-nitrofenol, de coloração 

amarela, que absorve na região do visível a 410 nm. A limitação desse método 

é relativa ao pH e só permite utilização em pH neutro ou alcalino, pois o 

pnitrofenol não absorve na região de visível (amarelo) em pHs ácidos (GUPTA 

et al., 2004). Outro método quantitativo bastante utilizado é o método 

titulométrico que se baseia na titulação dos ácidos graxos liberados pela ação 

da enzima lipase, presente no caldo fermentado bruto, sobre os triglicerídeos 

de óleo de oliva emulsionados em goma arábica (FREIRE et al., 1997; 

CARDENAS et al.,2001). 

 

Lipases microbianas podem ser divididas em  três categorias baseadas 

na especificidade ao substrato: lipases não específicas (atuam aleatoriamente 

na molécula do triglicerídeo resultando na sua hidrólise completa em glicerol e 

ácido graxo), lipases sítio-específicas (hidrolisam somente ligações éster 

primárias, ex. nos átomos C1 e C3 do glicerol), e lipases com especificidade por 

ácidos-graxos (com preferência a determinados tipos de ácidos 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 lipolítica dos micro-organismos 

 

As lipases são amplamente distribuídas na natureza. Embora sejam 

encontradas em várias espécies de animais, vegetais e micro-organismos, as 

enzimas de fontes microbianas recebem uma particular atenção devido ao seu  

potencial aplicação na indústria, principalmente na de detergentes, óleos e 

gorduras, fábrica de laticínios e indústria farmacêutica (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 parâmetros reacionais e apresentando 

diferentes especificidades, peso molecular, sensibilidade a pH e temperatura. 

As lipases microbianas, de modo geral, apresentam um grande potencial para 

aplicações comerciais devido sua estabilidade, seletividade e larga 

especificidade por substratos, podendo atingir uma atividade máxima em pH 

entre 6 e 8. Com relação à estabilidade ao pH, os protocolos experimentais 

variam com o tempo e condições de incubação adotados (CARDENAS et al., 

2001; CIAFARDINI et al., 2006; FERNANDES, 2007). 

 

 Vários métodos podem ser usados para seleção de micro-organismos 

produtores de lipases extracelulares. Dentre estas, inclui-se a utilização de 

meio sólido com presença de substratos indutores como óleos vegetais, 

triglicerídeos padrão (tributirina, trioleína, etc), Tween 80, e corantes que 

possibilitam a visualização da reação de hidrólise (WANG et al., 1995; 

CARDENAS et al., 2001; KO et al., 2005; DAMASO et al., 2008). No entanto, 

alguns destes substratos podem não ser adequados para detecção de lipases, 

tornando-se importante a verificação da especificidade de hidrólise ou síntese 

por lipases e esterases (KOUKER e JAEGER, 1987). Alguns autores citam o 

uso de Rodamina B o qual resulta na produção de um complexo fluorescente 
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pela produção de lipases nas placas, facilitando a visualização das colônias 

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 (ZAREVÚCKA 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 Gênero Bacillus 

 

3.3.1 Características Gerais  

 

O gênero Bacillus (família Bacillaceae) é considerado extremamente 

heterogêneo (a % G + C das diversas espécies variam de 32 a 69)  

fenotipicamente (tipo respiratório, metabolismo de açúcares, composição de 

parede, etc). Os estudos  do ARNr 168 e 23S confirmaram a heterogeneidade 

e mostraram que esse gênero pode ser divido em muitos gêneros (ASH et al., 

1991; DE BOER et al., 1994). 
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As espécies desse gênero são bacilos com extremidades retas 

arredondadas de tamanhos variáveis (0,5 X 1,2 m até 2,5 X 10 m), 

esporulados, Gram positivos ou Gram variáveis (na maioria das vezes, a 

coloração de Gram não é positiva nos cultivos jovens), geralmente móveis 

graças aos cílios peritríquios e algumas espécies são capsuladas (B. 

antharacis, B. licheniformis, B. megaterium e B. subtilis podem elaborar uma 

cápsula formada de polímeros de ácido glutâmico), aeróbicos ou anaeróbicos, 

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 gênero Bacillus, cujo habitat principal é o solo onde possuem um 

importante papel no ciclo do carbono e do nitrogênio. A resistência dos 

esporos e a diversidade fisiológica das formas vegetativas fazem com que 

sejam considerados ubíquos, podendo ser isolados do solo, da água do mar, 

de água doce e de diversos gêneros alimentícios (TRAVERS et al., 1987; 

CONNOR et al., 2010). O gênero tem se destacado como um excelente 

produtor de diversos produtos biotecnológicos no mercado mundial, (KUTA et 

al, 2009). Crescem bem em  meio simples e produzem  enzimas hidrolíticas, 

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 gênero e poucos casos têm sido registrados, o que os leva a 

serem utilizados extensivamente na produção industrial de exoenzimas. 

(VEITH et al., 2004). Segundo Kenneth (2005) a espécie Bacillus, tem atraído 

interesse desde 1872, pela extraordinária resistência de seus endosporos à 

agentes químicos e físicos, pelo seu ciclo de crescimento para formar esses 

endósporos e pela produção de antibióticos. Atualmente existem 77 espécies 

reconhecidas do gênero Bacillus que se encontram descritas na Tabela 01. 

 

http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=outwardLink&_partnerName=27983&_origin=article&_zone=art_page&_linkType=scopusAuthorDocuments&_targetURL=http%3A%2F%2Fwww.scopus.com%2Fscopus%2Finward%2Fauthor.url%3FpartnerID%3D10%26rel%3D3.0.0%26sortField%3Dcited%26sortOrder%3Dasc%26author%3DBurgess,%2520Sara%2520A.%26authorID%3D36599923500%26md5%3De7223a61b0cdf7a3ffd6a76401862d3a&_acct=C000062757&_version=1&_userid=4314437&md5=3b4768b417de726840acec1e5fed3514
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=outwardLink&_partnerName=27983&_origin=article&_zone=art_page&_linkType=scopusAuthorDocuments&_targetURL=http%3A%2F%2Fwww.scopus.com%2Fscopus%2Finward%2Fauthor.url%3FpartnerID%3D10%26rel%3D3.0.0%26sortField%3Dcited%26sortOrder%3Dasc%26author%3DLindsay,%2520Denise%26authorID%3D7201939230%26md5%3D841ecf71d6459fbbf6c6c55f2d872b75&_acct=C000062757&_version=1&_userid=4314437&md5=7542cece9ebdf0f9ecf79e3a24ce81ea
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=outwardLink&_partnerName=27983&_origin=article&_zone=art_page&_linkType=scopusAuthorDocuments&_targetURL=http%3A%2F%2Fwww.scopus.com%2Fscopus%2Finward%2Fauthor.url%3FpartnerID%3D10%26rel%3D3.0.0%26sortField%3Dcited%26sortOrder%3Dasc%26author%3DFlint,%2520Steve%2520H.%26authorID%3D7101692911%26md5%3Dbb3397dc904e5d3ff2372c2935e99900&_acct=C000062757&_version=1&_userid=4314437&md5=d10556354099304a1b4bf26fd3c03e33
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Espécies de Bacillus geralmente crescem bem em meios definidos 

contendo várias fontes de carbono. Muitos desses micro-organismos 

produzem enzimas hidrolíticas extracelulares que degradam polímeros 

complexos, como polissacarídeos, ácidos nucléicos e lipídeos, permitindo aos 

organismos utilizarem esses produtos como fontes de carbono, e se tornando 

doadores de elétrons. Vários Bacillus produzem antibióticos (bacitracina, 

poliximina, tirocidina, gramicidina e circulina). Na maioria dos casos, a 

produção de antibióticos está relacionada ao processo de esporulação. Existe 

ampla diversidade na fisiologia deste gênero, no qual as características 

coletivas incluem a degradação de muitos substratos derivados de plantas e 

animais como fontes de carbono, incluindo celulose, amido, pectina, proteínas 

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 são descritas na literatura como versáteis, 

capazes de utilizar uma variedade de substratos de baixo custo e de fácil 

disponibilidade tais como os subprodutos da agroindústria: torta de soja, 

bagaço de cana, farelo de arroz e farelo de trigo como substratos respiratórios, 

em muitos casos, fermentam carboidratos e produzem glicerol e butanodiol  

(SOCCOL e VANDENBERGH, 2003). A maioria é mesófilo com temperaturas 

ótimas entre 30 e 45 ºC, porém o gênero contém um número de termofílicos 

representativos que crescem à temperatura de 65ºC ou mais altas. O gênero 

Bacillus é amplamente utilizado na indústria, na manufatura de enzimas 

comerciais, principalmente amilases e proteases e também em bioinseticidas e 

no tratamento de água. (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 caráter não 

patogênico (Figura 1), está amplamente distribuído na natureza, sendo uma 

bactéria do solo, encontrada principalmente associada com plantas e materiais 

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

resistência de seus endosporos que são disseminados com a poeira (VEITH et 

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

 

Durante várias décadas o B. licheniformis vem sendo utilizado na 

produção industrial de enzimas como a alfa-amilase e de várias proteases 

(Bio-Technical Resources), sendo classificado como GRAS (Generally 

Reconized As Safe) pela U.S. Food and Drug Administration (FAD) na 

produção de alfa-amilase (BTR Bio-Technical Resources). Muitas das 

atividades são atribuídas a proteases extracelulares produzidas por B. 

licheniformis consistem em duas formas proteolíticas: proteases serina alcalina 

(SAP) e proteases naturais (NP) (ÇALIK, 1997; ÇALIK, 1998). 

 

Dentre as várias espécie de Bacillus existentes e consideradas 

adequadas para a produção de endosporos e enzimas microbianas, destacam-

se o B. licheniformis, B. Subtilis, B. cereus e B. clausii, sendo ainda utilizados 

como probióticos para animais e humanos (MAIORKA et al, 2001; CASULA, et 

al., 2002). 

 

 

3.4 Sorvete 

 O sorvete é um produto que agrada aos mais variados paladares, de 

todas as faixas etárias e de qualquer classe social. São 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 vão das 

frutas mais exóticas às sementes dos mais diversos tipos (MAIA et al.,2008). 

 

 A Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) define gelados 

comestíveis como produtos alimentícios obtidos a partir de uma emulsão de 

gorduras e proteínas, com ou sem adição de outros ingredientes e 

substâncias, ou ainda como uma mistura de água, açúcares e outros 

ingredientes e substâncias. Esses componentes devem ser submetidos ao 

congelamento de maneira tal que garantam a conservação do produto no 

estado congelado ou parcialmente congelado, durante a armazenagem, o 

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

 

De acordo com Mathias et al. (2005), os gelados comestíveis são 

alimentos obtidos pelo congelamento de uma mistura pasteurizada ou 

preparado de frutas, composta de ingredientes lácteos ou não, açúcares, 

corantes, estabilizantes e emulsificantes. Para Bolliger et al., (2000) o sorvete 

SoGe ser coQsiGeraGo XP coOyiGe �sistePa Ge SarttcXOas Ge 1QP a 1ȝP Ge 

tamanho) suspenso ao ar com gordura cristalizada e água, numa solução de 

açúcar altamente concentrada, contendo hidrocolóides, micelas de caseína e 

outras proteínas. O sorvete pode ou não 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. Características de qualidade do sorvete 

 

A composição química do sorvete determina vários parâmetros 

estruturais e sensoriais importantes para obtenção de um produto final de 

qualidade, como firmeza, resistência ao derretimento e textura, entre outros 
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ingredientes) têm extrema importância na qualidade do produto final. A gordura 

favorece o sabor, a textura e a consistência do sorvete. Por outro lado, a 

sacarose confere corpo aos produtos congelados e influencia a formação dos 

cristais de gelo por causa do abaixamento do ponto de congelamento da água 

(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 cálculo do mix, sendo os 

demais ingredientes estabelecidos com base na proporção em que se ligam à 

gordura. A gordura láctea é um composto complexo formado por triacilgliceróis, 

fosfolipídeos, colesterol e pequenas quantidades de ácidos graxos livres 

(KEENEY e KROGER, 1987; VARNAM e SUTHERLAND, 1994). A principal 

fonte de gordura não-láctea em sorvetes é a gordura vegetal hidrogenada, que 

representa atualmente o produto mais concentrado em gorduras do tipo trans, 

obtidas pela hidrogenação de ácidos graxos insaturados.  

 

A sacarose tem como principal função conferir sabor doce, aumentar o 

teor de sólidos, contribuir com a textura e regular o ponto de congelamento do 

sorvete, sendo utilizada como padrão de referência do potencial de doçura de 

outros adoçantes (SOLER e VEIGA, 2001).  

 

A fase contínua em sorvetes é representada por uma mistura densa de 

sacarose e a fase dispersa por bolhas de ar, glóbulos de gordura, micelas de 

caseína e hidrocolóides, permitindo a coexistência de três estados na mistura: 

gasoso, sólido e líquido. Porém, a homogeneização e a estabilização das 

fases imiscíveis em sorvetes, em geral, são feitas com a utilização de aditivos, 

como estabilizantes e emulsificantes (INNOCENTE, COMPARIN e 

CORRADINI, 2002).  
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Os emulsificantes são substâncias químicas que, adicionadas a 

determinadas preparações tais como o sorvete, têm por finalidade manter a 

estabilidade da dispersão de duas fases imiscíveis, ou seja, a emulsão óleo 

em água, além de deslocar as proteínas da interface das bolhas de ar. As 

emulsões são obtidas pela mistura vigorosa de dois ingredientes não-miscíveis 

com a finalidade de formar as gotículas da fase dispersa, no entanto, a 

ausência do estabilizante provoca a separação 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 denominação de liga neutra, não constituem agentes 

emulsificantes, mas têm grande afinidade pela água assegurando que 

soluções bastante diluídas permaneçam viscosas (COULTATE, 2004). 

 

Tradicionalmente, a gema de ovo e a lecitina de soja são os agentes 

emulsificantes mais utilizados na indústria de alimentos. Entretanto, suas 

aplicações são limitadas a certos tipos de alimentos, sendo em geral 

substituídos por compostos sintéticos como os derivados de glicerol e ésteres 

de sorbitana. Os agentes emulsificantes mais utilizados em sorvetes são os 

derivados de glicerol. A maioria dos produtos emulsificantes é utilizada em 

associação a estabilizantes, que têm como função auxiliar na manutenção da 

estabilidade da emulsão, aumentando a viscosidade da fase aquosa, o que é 

desejável na formulação de sorvete (ARMONDES, 1998). 

 

3.4.2 Processamento  

 

As etapas que compõem a elaboração de sorvetes variam de acordo 

com a técnica escolhida sendo, em geral, agrupadas em três etapas 

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

pasteurização; (2) congelamento após a homogeneização com o propósito de 
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incorporar ar à mistura; (3) endurecimento, estágio onde a água não 

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 

líquidos são colocados no equipamento de pasteurização para agitação e 

aquecimento, com o propósito de liquefazer a gordura, dissolver a sacarose e 

o estabilizante. Os ingredientes secos são misturados entre si previamente, 

para evitar a formação de grumos e adicionados em seguida à mistura no 

pasteurizador antes que a temperatura atinja 50ºC. 

 

A homogeneização deve ser iniciada imediatamente após o mix atingir a 

temperatura de pasteurização (MORETTI, 1977 apud Santos, 2009).  Em 

geral, na indústria de sorvetes, a pasteurização pode ser feita de duas formas: 

em batelada ou contínua. O processo em batelada também conhecido como 

³Eatch´ p reaOi]aGo Qo eTXiSaPeQto hoPogeQei]aGor j tePSeratXra Ge 69�C a 

71ºC por 30 min, com resfriamento rápido imediatamente após o aquecimento. 

A pasteurização contínua é feita por trocadores de calor em sistema de alta 

temperatura e curto tempo (HTST) a uma temperatura de      80ºC por 25 seg. 

Na ausência de um equipamento pasteurizador, os sorvetes podem ser 

pasteurizados de forma artesanal, aquecendo-se a mistura a 70ºC por 30 min 

e resfriando-a rapidamente (VICENTE; CENZANO; VICENTE, 1996; SOLER; 

VEIGA, 2001). 

 

A etapa seguinte é a maturação que tem por finalidade produzir 

mudanças desejáveis nos aspectos sensoriais do sorvete, tais como a 

solidificação da gordura, adsorção de água por proteínas e estabilizantes, 

resistência ao derretimento e melhora da textura e capacidade de 

incorporação de ar. O tempo de maturação é maior para mix com elevado teor 

de gordura (VICENTE; CENZANO; VICENTE, 1996; SOLER; VEIGA, 2001). 
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Ao final dessa etapa, são adicionados ao mix a polpa de fruta (a uma 

temperatura de + 4ºC) e o emulsificante, assim reduzindo o risco de 

precipitação das proteínas do leite por ácidos da polpa de fruta (MORETTI, 

1977 apud Santos, 2009). O congelamento é considerado o estágio mais 

importante no processo de fabricação do sorvete, compreendendo o 

coQgeOaPeQto riSiGo coP agitaomo Go Pi[ Sara iQcorSoraomo Ge ar �³oYerrXQ´� 

e formação de pequenos cristais de gelo, além do endurecimento do produto 

sem agitação para remover o calor de forma rápida (VICENTE; CENZANO; 

VICENTE, 1996; SOLER; VEIGA, 2001). Na etapa de congelamento é 

fundamental que o processo seja rápido, garantindo assim a formação de 

pequenos cristais de gelo que conferem o aspecto cremoso característico do 

sorvete (NARAIN et al., 2006). 

 

O congelamento do mix para obtenção do sorvete é uma etapa 

simultânea ao batimento, permitindo a incorporação de ar à mistura enquanto 

é congelada. O mix sai do tanque de maturação a uma temperatura de +4ºC a 

+5ºC e o processo de congelamento reduz a temperatura de -4ºC a -9ºC. A 

partir dessa etapa se obtém o sorvete, que será transferido para câmara fria a 

uma temperatura de -25ºC, onde o congelamento e o endurecimento serão 

completados (VICENTE; CENZANO; VICENTE, 1996; SOLER; VEIGA, 2001). 

 

 

3.4.3 Composição nutricional 

 

Do ponto de vista nutricional, o sorvete é considerado um alimento 

completo e de alto valor nutritivo, pois fornece proteínas, carboidratos, lipídios, 

vitaminas A, B1, B2, B6, C, D, E e K, cálcio, fósforo e outros minerais. 

Independente da classificação, o sorvete é, devido às suas propriedades 

nutricionais, uma excelente fonte de energia, e por isto um alimento 

especialmente desejável para crianças em fase de crescimento e para 

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

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

 

De acordo com a Portaria n°379 da ANVISA (BRASIL, 1999) há 

exigências quanto à composição centesimal mínima de nutrientes nos 

sorvetes, conforme a Tabela 06, só podendo ser intitulado com sorvete o 

produto alimentício que conter o mínimo exigido. 

 

 

Tabela 02- Composição  mínima e densidade aparente em sorvetes 

Componentes % mínima 

Sólidos Totais 28 

Gordura láctea 3 

Proteínas do leite 2,5 

Densidade aparente (g/L)* 450 

* densidade aparente é a medida do ar incorporado ao sorvete mediante 

batimento sendo expressa em gramas/litro. Fonte: BRASIL, 1999 

 

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

composição básica. 

 

 

 

3.4.4 Classificação quanto à composição básica: 

 

Segundo a ANVISA (1999), os gelados comestíveis são classificados 

em:  

-Sorvetes de creme: são os produtos elaborados basicamente com leite e ou 

derivados lácteos e ou gorduras comestíveis, podendo ser adicionado de 

outros ingredientes alimentares: 
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- Sorvetes de leite: são os produtos elaborados basicamente com leite e ou 

derivados lácteos, podendo ser adicionado de outros ingredientes alimentares. 

- Sorvetes: são os produtos elaborados basicamente com leite e ou derivados 

lácteos e ou outras matérias primas alimentares e nos quais os teores de 

gordura e/ou proteína são total ou parcialmente de origem não láctea, podendo 

ser adicionados de outros ingredientes alimentares; 

- Sherbets: são os produtos elaborados basicamente com leite e ou derivados 

lácteos e ou outras matérias primas alimentares, e que contém apenas uma 

pequena proporção de gorduras e proteínas, as quais podem ser total ou 

parcialmente de origem não láctea, podendo ser adicionados de outros 

ingredientes alimentares.; 

- Gelados de frutas ou Sorbets: são produtos elaborados basicamente com 

polpas, sucos ou pedaços de frutas e açúcares podendo ser adicionado de 

outros ingredientes alimentares; 

- Gelados: são os produtos elaborados basicamente com açúcares, podendo 

ou não conter polpas, sucos, pedaços 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 consistência, constituído de 

três fases distintas: os glóbulos de gordura, as bolhas de ar e os cristais de 

gelo, que são os principais responsáveis pela qualidade do produto final. 

 Do ponto de vista físico, o sorvete é um sistema multifásico complexo, 

no qual bolhas de ar, glóbulos de gordura parcialmente coalescidos e cristais 

de gelo estão dispersos em uma solução viscosa (KOXHOLT et al., 2001). 

Esses elementos formam uma rede  tridimensional responsável pela estrutura 

do sorvete (BOLLIGER et al., 2000). 
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3.4.5 Composição residual em sorvetes de chocolate 

 

 Os principais ácidos graxos encontrados em todos os chocolates e nos 

produtos contendo chocolate são o palmítico, esteárico, oléico e linoleico 

(SUZUKI, 2009). 

 

 Nos sorvetes de chocolate na forma normal e light, encontram-se ácidos 

graxos saturados, destacando-se os ácidos palmítico (16:0), esteárico (18:0), 

com concentrações maiores para a forma normal, 2190,00 mg e 810,00 

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

 

 Dos ácidos graxos monoinsaturados, destaca-se o ácido oléico (18:1n-

9), com quantidades que variaram de 500,00 (light) a 2120,00 (normal) 

mg/100g de sorvete. As quantidades de ácidos graxos polinsaturados variaram 

de 40,00 mg (light) a 450,00 mg (normal), tendo como destaque para o ácido 

linoléico (18:2n-6), (Suzuki,  2009). 

 

 O ácido graxo trans presente é o ácido elaídico, e suas quantidades nas 

amostras variaram de 1,55mg (light) a 10mg (normal) por 100g de sorvete 

(Suzuki,  2009). 

 

  Alem do teor de gordura, após a produção do sorvete encontramos em 

seu descarte sólidos lácteos não gordurosos representados principalmente por 

proteínas, 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) 

http://www.ufrgs.br/alimentus/laticinios/gelados/gelados_gelado_componentes_explic.htm#a9a
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% NaNO3, MgSO4 0.1% and 1.0% soybean oil), Mode B (1% 
peptone, NaCl 0.5% CaCl2.2H2O 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% 
KH2PO4, MgSO4. 7H2O 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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Introdução  

  As enzimas são versáteis e possuem propriedades que as 

tornam altamente requisitadas como catalisadores. Em geral, toda enzima,  

catalisa as transformações moleculares sem que ocorram reações paralelas 

indesejáveis que são comuns em sínteses químicas. Apresentam alta 

eficiência catalítica, elevando a velocidade das reações. Atuam em 

temperaturas brandas, ao contrário dos processos químicos em que se tornam 

necessários temperaturas mais elevadas e valores de pH distantes da 

neutralidade. A regulação da atividade enzimática com relativa facilidade, é 

outra vantagem, bastando, para isso, modificar a natureza do meio de reação, 

como por exemplo, pela alteração do pH ou pela adição de algum efetor. 

Sendo assim, o emprego de enzimas em processos industriais é os torna 

relativamente simples, fáceil 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) são enzimas que 

ocupam um lugar de destaque entre os biocatalisadores e têm muitas 

aplicações, motivo este que faz crescer significativamente sua participação no 

mercado mundial de enzimas industriais. As lipases, no futuro, terão 

importância industrial e comercial comparável às das peptidases, cuja venda 

entre as enzimas industriais, alcança 25 a 40% (SAXENA, et al., 2003; HASAN 

et al., 2006; FREIRE e CASTILHO, 2008; CAI et al., 2009).  

 

 O potencial biotecnológico das lipases relaciona-se ao fato de catalisar 

não apenas a hidrólise, mas também reações de esterificação e  

transesterificação, e mantêm sua estrutura e atividade em solventes orgânicos, 

não requerem a presença de co-fatores, catalisam reações em baixa 

temperatura e pressão, possuem uma larga especificidade pelo substrato, e 



   41 

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; AÇIKEL, et al., 2010; 

RIGO et al., 2010). 

 

 As lipases podem ser comumente encontradas na natureza e são 

obtidas a partir de fontes animais, vegetais e microbianas. Numerosas 

espécies de bactérias, leveduras e fungos filamentosos são produtoras de 

lipases. (CASTRO et al., 2004; CIHANGIR & SARIKAYA, 2004; COLEN, 2006; 

HASAN et al., 2006; VARGAS et al., 2008; CONTESINI et al., 2009; AÇIKEL et 

al., 2010). 

 A utilização das lipases de origem microbiana, são  mais úteis que as de 

origem vegetal e animal. Tal fato pode ser justificado, pela variedade de micro-

organismos, pela possibilidade de manipulação genética, e pelo rápido 

crescimento dos micro-organismos em meios de baixo custo (COLEN, 2006; 

HASAN et al., 2006). 

 O gênero Bacillus é atualmente considerado como um dos maiores 

produtores de substâncias biotecnológicas, 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 várias espécie de Bacillus adequadas para a produção de 

endósporos e enzimas destaca-se o B. licheniformis, uma bactéria não 

patogênica, amplamente distribuída na natureza, encontrada principalmente 

associada com plantas e materiais próximos a este local pela alta resistência 

de seus endósporos que são disseminados com a poeira (SLAPIKOFF, 1971;  

CASULA, et al., 2002 ; VEITH et al., 2004). 

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

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

 

Micro-organismo 
 

Foi utilizado Bacillus licheniformis (UCP 1014), isolado de uma região 

contaminada por petróleo no porto da cidade do Recife, Pernambuco. A 

amostra foi identificada e catalogada no Banco de Culturas da Universidade 

Católica de Pernambuco (UNICAP), localizado no Núcleo de Pesquisa em 

Ciências Ambientais (NPCIAMB). A cultura foi mantida em meio Ágar Nutritivo 

(AN), contendo (g.L-1), Peptona 10g; Extrato de carne 3,0g; NaCl 5,0g; Agar 

20,g; pH 7,0.  

 

Seleção de meios de produção de lipase 
 
Foram testados três meios de produção de lipase. Os meios  estudados foram 

denominados meio de produção A (peptona 5,0%, NaNO3 0,1%, MgSO4 0,1%, 

óleo de soja* 1,0%,  água destilada 1000 mL, pH 6,5) meio de produção B 

(peptona 1,0%g, NaCl 0,5%, CaCl2. 2H2O 0,01%, Tween* 20 1%, água 

destilada 1000 mL, pH 6,0 e meio de produção C (glicose 1,0%, extrato de 

levedura 0,5%, peptona 2,0%, NaNO3 0,1%, KH2PO4 0,1%, MgSO4. 7H2O 

0,05%, óleo de oliva* 1%, água destilada 1000 mL, pH 6,5).  

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

 

Pré-inóculo  

A amostra de B. licheniformis mantida no meio Ágar 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 óptica de 1,0. 

 

Curva de Crescimento 

Após o período de crescimento do pré-inóculo 10% foram  transferido para os 

meios de produção denominados de A, B e C para os ensaios de produção 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 produção, foram submetidas à 

determinação do pH e da curva de crescimento do micro-organismos em 

diferentes meios de produção. 

 

Detecção da Atividade Lipolítica 

Ao término dos ensaios de produção, todas as amostras foram centrifugadas e 

nos sobrenadantes foi determinada a atividade lipolítica através da 

metodologia descrita por Soares et al. (1999). O substrato contendo  óleo de 

oliva foi emulsionado com goma arábica (7%) na proporção de 50:50. A reação 

enzimática foi realizada através de 5 mL de substrato, 2 mL de solução tampão 

fosfato de sódio (0,1 M, pH 7,0) e 1 mL de solução enzimática. A temperatura 

da reação foi mantida a 37oC em banho termostático, por 5 min., agitação 

constante (82 rpm). A reação foi interrompida pela adição de 2 mL de uma 

solução de acetona, etanol e água (1:1:1). Os ácidos graxos liberados foram 

titulados com solução padronizada de KOH 0,04 N, utilizando-se fenolftaleína 

como indicador. Uma unidade de atividade é definida como a quantidade de 

eQ]iPa TXe OiEera eP 1 ȝPoO Ge iciGo gra[o Sor PiQ Ge reaomo, Qas condições 

Go eQsaio. $s atiYiGaGes IoraP e[Sressas eP �1 8�P/   1 ȝPoOes�P/. PiQ�.  

 

Cálculo da atividade enzimática 

A atividade enzimática de lipase foi calculada através da equação segundo 

SOARES, et., al. (1999) 

 

Atividade lipolítica (U/mL) =      (Va -Vb) x N x 1000      

               t x Vc 

 

onde: AE é a atividade lipolítica (U/mL); Va é o volume da amostra titulada 

(mL); Vb é o volume do branco titulado (mL); Vc é o volume da amostra 

utilizada na reação (mL); N é a normalidade da solução de KOH (mol/L); t é o 

tempo de reação em minutos. (SOARES, et. al., 1999) 
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RESULTADOS  E DISCUSSÕES 

 

 Neste estudo foram realizados ensaios para determinação do perfil de 

crescimento e produção de lipase por B. licheniformis (UCP 1014) em três 

diferentes meios, contendo diferentes fontes de carbono e nitrogênio. Na figura 

1 estão descritos  os resultados obtidos nos ensaios realizados. 

 

 Verifica-se um melhor crescimento de B. licheniformis no meio 

denominado C, que apresenta em sua composição glicose e óleo de oliva 

como indutor. Este meio apresentou valores de crescimento rápido até  24 

horas de incubação, atingido seu auge numa fase estacionária entre 56 e 64 

horas, posteriormente ocorreu uma fase de declínio marcante não observada 

nos outros meios.  O meio B, apresentou um crescimento constante, atingido 

seu auge em 40 horas de incubação, a partir daí houve um decréscimo lento 

nos valores até o final da fermentação. Já o meio A, contendo óleo de soja, o 

crescimento ocorreu de forma lenta e tardia ate 40 horas da incubação, 

atingindo seu auge a partir de 72 horas. 

 

 A determinação do pH das diferentes amostras coletadas esta descrita 

na figura 2.  Verificou-se que durante as primeiras horas de produção 

enzimática, os valores do pH do meio A, aumentaram atingindo a neutralidade, 

apresentando pequenas variações 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 alterações se comparados com os meios A e B. 

 

Variações 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 produção de 

lipase (RATHI et al, 2001). ERTUGRUL et al, (2007) relataram que a utilização 

de meios com um pH inicial moderadamente ácido (6,0 – 6,5), otimizam a 

produção de lipase em amostras de Bacillus sp.  

 

 Segundo ADAMS e BRAWLEY, (1981) e KAIMI et al, (1998) os valores 

ótimos de pH para a produção de lipase bacteriana, variam  entre 6,5 e 8,5  

 Vários autores relatam que o pH neutro é geralmente definido como 

ótimo para a atividade lipolítica .(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  

lipolítica 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 comparação 

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 histórico de contato com petróleo, 

obteve uma atividade lipolítica máxima de 4617 U/mL a 37ºC no pH 7,0 em 

120h de fermentação. Já KANWAR et al. (2002), alcançaram uma atividade 

lipolítica de 25 U/mL, a 34ºC e pH 8,0, utilizando como fonte de enzimas 

lipolíticas, a bactéria Pseudomonas G6, isoladas de solo contaminado com 

petróleo. 

 

 Após a 56a hora houve um decréscimo na atividade enzimática do meio 

C. Segundo (SANCHEZ et al, 1999), a redução na produção de lipase após o 

longo período de fermentação pode ser devido à inativação da enzima por 

proteases extracelulares, o que é observado para outros micro-organismos 

produtores de lipase. Isto pode ser devido a secreção de proteínas no final da 
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fase logarítmica levando a uma diminuição na atividade da lipase (DHEEMAN 

et al, 2010). 

 

 Um dos fatores mais importantes para a expressão da atividade da 

lipase é a fonte de carbono, porque lipases são enzimas induzíveis e elas 

geralmente   são produzidas na presença de lipídios.  O óleo de oliva, presente 

no meio C, é uma fonte de carbono adequada e tem efeito significativo para 

induzir a produção 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 produção 

de lipase, pode está relacionado com a quantidade de ácidos graxos 

poliinsaturados presente nos óleos naturais, onde o óleo de oliva, utilizado no 

meio C, apresenta 71% de ácido oléico e 10% de ácido linoléico. Para 

Zhen Qian e Yun-Chun (2009), o óleo de oliva contém cerca de 89% de ácidos 

graxos  insaturados, e em seus estudos relataram o aumento de 4,07% na 

atividade da lipase na presença do mesmo óleo. 

 

 Neste trabalho, o óleo de oliva a 1% (v / v) no meio C, influenciou na 

produção de lipase. Paralelo aos nossos achados,  Adinarayana, et. al., (2004) 

informou que a incorporação deste mesmo óleo e na mesma 

proporção, resultou na  produção da lipase elevada.   

 

 Entre as fontes de nitrogênio, o extrato de levedura, também presente 

no meio C, demostra ser um substrato adequado. Kim et al.(1994) em seus 

estudos conseguiram a produção de lipase utilizando extrato de levedura como 

fonte de nitrogênio. Mahanta et al., (2008) concluiu que fontes de nitrogênio no 

meio pode contribuir para a produção de lipases microbianas, conforme 

demonstrado na produção de lipase em torta de Jatropha curcas (pinhão 

manso) por  Pseudomonas aeruginosa suplementada com NaNO3. 
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 Outro ponto que  pode ter induzido  uma maior  atividade lipolitica no 

meio C, provavelmente foram a presença de sais de potássio e magnésio. O 

potássio e o magnésio são compostos de grande importância para o 

metabolismo de micro-organismos, pois dependendo de sua concentração 

podem atuar favorecendo ou inibindo determinadas rotas. (CASTIGLIONI,  G. 

L., 2009)  

 

 O acréscimo na demanda de energia exige que os níveis de magnésio 

estejam adequados, pois a produção de ATP, a partir de carboidratos, lipídeos 

e proteínas, não é concretizada na falta de magnésio. Considerando que 

grande parte da energia provém da hidrólise de ATP, baixa concentração de 

magnésio pode resultar na queda do rendimento de alguns metabólitos, devido 

à diminuição da produção de energia (AIRAWA, 1981). 

 

 O magnésio é um co-fator enzimático essencial para o funcionamento 

dos  micro-organismos, mas em excesso, provoca interferências na absorção 

de cálcio e potássio. Também atua na estabilização de ribossomas e 

membranas. Já o potássio atua como regulador osmótico necessário à 

atividade enzimática e à síntese protéica, sendo também um nutriente 

(AIRAWA, 1981). 

 

 As fermentações realizadas para a produção de enzimas lipolíticas por 

Bacillus licheniformis ( UCP 1014) foram todas conduzidas a 370C. Walavalkar 

e Bapat (2001) relataram em estudos da influência da temperatura do meio 

para a produção de lípases, 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 37ºC é definida como ótima para a produção de 

enzimas lipolíticas por Geotrichum candidum NRRL-Y552, no seu estudo para 

a otimização da produção de lipases. 
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CONCLUSÕES 

O Bacillus licheniformis possui capacidade para produção de lipase utilizando 

diferentes meios de produção, constituindo-se assim uma alternativa 

promissora para a produção de lipase;  

 

A implementação dos meios a base de óleos naturais como o óleo de soja e o 

óleo de oliva aumentam a atividade da produção de lipase; 

 

O óleo de oliva como fonte de carbono teve diferente efeito na produção de 

lipase, constituindo assim uma alternativa viável para a produção de 

substâncias de interesse econômico. 

 

A produção enzimática de lipase demonstrou ser eficiente, utilizando meios  

relativamente econômicos, no entanto, vale ressaltar considerações para 

trabalhos futuros visando à melhoria na eficiência do processo utilizando meios 

contendo resíduos industriais oleosos. 

 

Resumo 
 

O gênero Bacillus tem se destacado como um excelente produtor de diversos 
produtos biotecnológicos no mercado mundial, principalmente as enzimas. As 
lipases microbianas, apresentam um grande potencial para aplicações 
comerciais devido sua estabilidade, seletividade e larga especificidade por 
substratos. A utilização e a elaboração de meios de produção para as enzimas 
microbianas têm sido bastante utilizada nas últimas décadas. Foram testados 
três meios de composições diferentes: Meio A (5,0% de peptona, 0,1% de 
NaNO3, 0,1% de MgSO4 e 1,0% de óleo de soja), Meio B (peptona 1%, NaCl 
0,5%, CaCl2.2H2O 0,1%, Tween 20 1%) e o Meio C (glicose 1,0%, peptona, 
2,0%, extrato de levedura 0,5%, óleo de oliva, 1,0%, NaNO3 0,1%, KH2PO4 
0,1%,  MgSO4. 7H2O 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 lipolítica de 256 U/mL. 
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Figura 1 – Crescimento  por B. licheniformis em diferentes meios de produção, 

150 rpm, 37 0C, 96 horas 

 

 

 
Figura 2 – Variação do pH em diferentes meios de produção de lipase 

utilizando o B. licheniformis, 150 rpm, 37 0C, 96 horas 
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Tabela 01.  Atividade lipolítica dos meios A, B e C durante 96 horas a 370 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 – Determinação da atividade lipolítica no meio C de produção de 

lipase utilizando o B. licheniformis, 150 rpm, 37 0 C, 96 horas 
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CAPÍTULO III 
 

 

 

 

Artigo a ser submetido a Revista Brazilian Archives of Biology and Technology 
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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 24 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, 37oC, produced 
480 UI/mL of  lipase. 
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1. Introdução 
 

A biotecnologia em processos fermentativos permite a utilização de 

subprodutos e dejetos de indústrias e agroindústrias como fontes nutricionais 

para micro-organismos, visando obtenção de insumos (BIERGI e RINALDI, 

2009). 

Os sistemas industriais brasileiros abrangem uma vasta gama de 

atividades agrícolas ou agropecuárias, pois o país é considerado um grande 

fornecedor de alimentos para o mundo. Contudo, os resíduos líquidos gerados, 

por indústrias de alimentos, apresentam grande complexidade física e química, 

o que dificulta seu tratamento, podendo causar riscos ao meio ambiente onde 

são descartados (CERQUEIRA e COSTA, 2009). 

Mais de 95% dos processos enzimáticos empregados atualmente 

utilizam hidrolases. Dentre as enzimas hidrolíticas de maior interesse, 5-10% 

cabem as lipases (CARVALHO et al, 2005). Lipases são produzidas por 

animais, plantas e micro-organismos. As lipases microbianas ganharam 

atenção especial para industriais devido à sua estabilidade, seletividade e 

ampla especificidade de substrato (Dutra et al 2008;. Griebeler et al 2009). 

Além disso, as lipases são extremamente versáteis, pois catalisam várias 

reações e diversos substratos, quando comparadas às outras hidrolases 

(CARVALHO et al, 2005). Esta classe de enzimas ocupa um lugar de destaque 

entre os biocatalisadores e têm muitas aplicações, motivo este que faz crescer 

significativamente sua participação no mercado mundial de enzimas 

industriais. As lipases, no futuro, terão importância industrial e comercial 

comparável às das peptidases, cuja venda entre as enzimas industriais, 

alcança 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 

não requer cofatores, são de baixo custo, atuam em regiões  consideradas 

específicas  e  em uma larga faixa de pH. Além de efetuarem reações de 

hidrólise, podem também exercer atividade catalítica (SARKAR et al., 1998; 

SCHMIDT-DANNER, 1999; NASCIMENTO et al, 2004; TREICHEL et al., 
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2009). 

 A capacidade das lipases realizarem transformações químicas muito 

específicas (Biotransformação) as torna cada vez mais popular em  comida, 

detergente, síntese, cosméticos orgânicos, e produtos farmacêuticos indústrias 

(Park et al 2005;. Gupta et al 2007.; Grbavcic et al.2007; Franken et al.2009). 

O número de lipases disponível, no mercado mundial, tem aumentado 

desde 1980. Isso é resultado, principalmente, das enormes conquistas 

ocorridas na clonagem e expressão de enzimas dos micro-organismos, bem 

como, de uma crescente demanda por estes biocatalisadores com afinidade e 

propriedades específicas, tais como estabilidade, especificidade, pH e 

temperatura (Bornscheuer et     al.2002; al Menoncin al. 2009). 

 O potencial biotecnológico das lipases relaciona-se ao fato de catalisar 

não apenas a hidrólise, mas também reações inversas como a esterificação e 

a transesterificação. Normalmente, mantêm sua estrutura e atividade em 

solventes orgânicos, não requerem a presença de co-fatores e requerem 

condições brandas de temperatura e pressão. 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 sítio ativo da lipase não pode ser acessado pelo substrato 

diretamente, uma vez que é coberto por uma superfície entrelaçada chamada 

Ge ³taPSa´. CoP a Oigaomo Go sXEstrato j sXSerItcie Ga eQ]iPa, essa ³taPSa´ 

se move, abrindo a enzima. Dessa forma, o sítio ativo torna-se prontamente 

acessível ao substrato, expondo uma área hidrofóbica significativa para a 

interação da lipase com a interface lipídica. Esse mecanismo explica o 

fenômeno de ativação 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; GONÇALVES, 2007; REIS et al., 2009; VOLPATO et al., 2010). 

 Atualmente, o maior setor da indústria biotecnológica consiste na 

produção e uso de enzimas de origem microbiana. Embora alguns 
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biocatalisadores sejam até hoje extraídos de tecidos animais e vegetais, 

microorganismos, em particular, são requisitados como fontes de enzimas 

(bactérias, fungos e leveduras) (NEIDLEMAN, 1991; SHIMIZU et al., 1997; 

BON et al., 2008). 

 O gênero Bacillus é atualmente considerado como um dos maiores 

produtores de substâncias biotecnológicas, 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 gênero Bacillus 

possuem uma alta capacidade em produzir e secretar uma grande quantidade 

de enzimas extracelulares. Particularmente, as espécies termofílicas têm 

contribuído para o desenvolvimento de uma grande variedade de novos 

produtos enzimáticos lançados recentemente no mercado.   

 Bacillus licheniformis (uma bactéria de interesse, pelo caráter não 

patogênico) está amplamente distribuída na natureza, sendo uma bactéria do 

solo, encontrada principalmente associada com plantas e materiais próximos a 

estas pela alta resistência de seus endósporos que são disseminados com a 

poeira (VEITH et al., 2004). 

Neste trabalho foi avaliada a influência do resíduo da indústria de sorvete  

utilizando um planejamento fatorial de 24 para produção de lipase por Bacillus 

licheniformis (UCP1014), considerando seu potencial biotecnológico.  

 

Material e Métodos 

 

Micro-organismo  

Os estudos foram realizados com a amostra do do Bacillus licheniformis UCP 

1014, depositada no Banco de Culturas do Núcleo de Pesquisas em Ciências 

Ambientais – NPCIAMB, Universidade Católica de Pernambuco, UNICAP, 

registrada no World Federation Culture for Collection-WFCC, e mantida em 

meio AN (Ágar Nutritivo), a temperatura de 4°C.  



   61 

 

Pré- inóculo 
 

As amostras de B. licheniformis foram mantidas no meio Ágar Nutritivo 

(AN) durante 24h e a seguir transferidas para o pré-inóculo 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. 

 

Inóculo 

 As amostras foram coletadas e submetidas à leitura no 

espectrofotômetro a 600 nm ao atingir a densidade ótica 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%, KH2PO4 0,1%, MgSO4.7H2O 0,05%, pH 7,0. Os 

ensaios foram realizados de acordo com o planejamento fatorial 24, por 120 h 

à 37ºC.   

 

Cinética de crescimento e produção de Lipase 

 

A cinética de crescimento foi realizada com condição selecionada do 

planejamento fatorial, sendo coletadas amostras de 5 mL a cada 4h  num  total 

de 96h condicionadas em frascos de âmbar devidamente esterilizados. 

 
 
Métodos Analíticos  
 

  
Determinação pH.  
 

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

Orion, modelo 310. 

 
Detecção da atividade Lipolítica 

No sobrenadante do meio de cultura, foi determinada a atividade lipolítica    

pelo método descrito por Soares et al. (1999). O substrato composto de óleo 
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de oliva foi emulsionado com goma arábica (7%) na proporção de 50:50. A 

reação enzimática composta por 5 mL de substrato, 2 mL de solução tampão 

fosfato de sódio (0,1 M, pH 7,0) e 1 mL de solução enzimática. A temperatura 

da reação foi mantida a 37oC em banho termostático, por 5 min., em agitação 

constante (82 rpm). A reação foi interrompida pela adição de 2 mL de uma 

solução de acetona, etanol e água (1:1:1). Os ácidos graxos liberados foram 

titulados com solução padronizada de KOH 0,04 N, utilizando-se fenolftaleína 

como indicador. Uma unidade de atividade é definida como a quantidade de 

eQ]iPa TXe OiEera eP 1 ȝPoO Ge iciGo gra[o Sor PiQ Ge reaomo, Qas coQGio}es 

Go eQsaio. $s atiYiGaGes IoraP e[Sressas eP �1 8�P/   1 ȝPoOes�P/. 0iQ�. 

 

Cálculo da atividade enzimática 

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

 

Atividade lipolítica (U/mL) =      (Va -Vb) x N x 1000    

               t x Vc 

onde:  

AE é a atividade lipolítica (U/mL); 
Va é o volume da amostra titulada (mL);  
Vb é o volume do branco titulado (mL);  
Vc é o volume da amostra utilizada na reação (mL);  
N é a normalidade da solução de KOH (mol/L);  
t é o tempo de reação em minutos.( SOARES,et. al., 1999) 

 

Planejamento fatorial completo de 24 

Foi utilizado um planejamento experimental, que compreende um fatorial 24, 

com os níveis + 1 e – 1 e 4 pontos centrais, nível zero, (tabelas 1 e 2). Para 

analisar os efeitos principais e interações das variáveis concentrações glicose, 

resíduo, pH e agitação (rpm) foi utilizado o software STATISTICA versão 5.0 da 

StatSoft®, USA.  
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Resultados e Discussão 

 

A tabela 3 apresenta a máxima atividade lipolítica 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 36a 

hora de fermentação, sendo que o ensaio 11 foi superior aos demais com uma 

máxima atividade de 480 U/mL em 60 horas de fermentação. 

 

Cinética de crescimento e produção de lipase por Bacillus licheniformis 

(UCP 1014) no ensaio 11. 

 

 A cinética de crescimento, do ensaio 11, do Bacillus licheniformes (UCP 

1014) está representada na figura 01. Pode-se perceber que nas primeiras 4 

horas houve a adaptação do micro-organismo (fase lag) em seguida, na fase 

log, o micro-organismo cresceu de forma rápida e constante atingido seu auge 

em 28 horas. A partir daí entrou em declínio encontrando-se duas fases 

estacionárias compreendidas entre 36 e 60 horas. Após a 60a hora o declínio 

foi constante porém de forma lenta. 

 

 Através da curva de crescimento do micro-organismo a maior atividade 

enzimática foi registrada no final da segunda fase estacionaria, próximo a fase 

de morte, equivalente a 480 U/mL, em 60 horas de fermentação. Tumang e 

Costa (2006) e Borzani et al. (2005), comprovaram que a máxima atividade 

lipolítica alcançada apresenta-se logo após a concentração de massa celular 

seca entrar em fase de morte, pois, no início da fermentação predominam 

transformações produtoras de energia com formação de biomassa, a enzima 

só 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 caracterização e produção de lipase por 

Bacillus sp. FH5, obtendo a atividade máxima da enzima, após 48 h igual a 

(5,12U/ml), Já Mormeneo, et. al., (2008) analisando a produção de lipase por 

Bacillus subtilis obteve uma atividade máxima de 440 U/mL em 48h, enquanto 

KANWAR et al. (2002), alcançaram uma atividade lipolítica de 25 U/mL, 

utilizando como fonte de enzimas lipolíticas, em fermentação submersa a 34ºC 

e pH 8,0, as bactérias Pseudomonas G6, isoladas de solo contaminado com 

petróleo, já Fernandes, M. L. M., (2007) analisando a produção de lipases por 

Burkholderia cepacia, obteve uma atividade máxima de de 49,5 U/mL a 72 h 

de cultivo,  

  

 Porém nossos resultados são inferiores quando comparados com  

Feitosa, (2009), que analisando a  produção de enzimas lipolíticas utilizando 

bactéria isolada de solo com histórico de contato com petróleo em 

fermentação submersa obteve a máxima atividade 3891 U/mL atingida a 96h 

de fermentação. Enquanto Ruchi et. al.,(2008) realizando  uma otmização para 

produção de lipase por Pseudomonas aeruginosa, conseguiu uma atividade de 

4580 U/mL 

 

Efeito do pH durante a produção de lipase por Bacillus licheniformis 

(UCP 1014) no ensaio 11 do planejamento fatorial 24. 

  

 A variação do pH correspondente ao ensaio (11) do planejamento 

fatorial 24, conforme apresentado na  figura 03, não sofreu muita alteração 

variando de 3,27 a 3,32. A máxima atividade lipolítica foi atingida quando o pH 

apresentava-se igual a 3,32.  As atividades das lipases são altamente 

dependentes do pH, e qualquer alteração pode vir a afetar  o seu potencial 

catalítico, uma vez que o pH influencia a estrutura de proteínas e, portanto, 
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rege a sua atividade catalítica ( SHAH, et. al., 2007).  Segundo  Nawani, et. al., 

(2007) as lipases de Bacillus geralmente têm pH ótimo de 7,0-9,0. Porém na 

própria literatura encontramos trabalhos como o de Feitosa, (2009) que 

conseguiu a máxima atividade lipolítica em pH 3,0 utilizando  bactérias da 

biopetro.  

  

 A agitação e a aeração são parâmetros que influenciam diretamente na 

produção de enzimas lipolíticas. Conforme mostra a tabela 1, três nives de 

rotações foram utilizadas neste trabalho indicando que a maior delas, 200rpm, 

referente ao 11o ensaio foi quem mais influenciou na atividade enzimática. 

  

 DIAZ et al. (2006), na produção de lipase do fungo termotolerante de 

Rhizopus homothallicus em fermentação submersa utilizaram pH 6,5, 

temperatura de 40º C e uma velocidade de agitação de 170 rpm obteve uma 

atividade lipolítica máxima de 50 U/mL. Por sua vez SHU et al. (2006), 

obtiveram uma atividade lipolítica máxima de 26 U/mL utilizando lipase de A. 

cinnamomea a uma velocidade de agitação de 150 rpm, temperatura de 28º C  

e pH 4,0.  Enquanto que Potumarthi et al. (2008) estudando a influência da  

(aeração e agitação)  para a produção de lipase utilizando R. Mucilaginosa 

MTCC 8737, obteve a atividade lipolítica máxima de 72 U/mL  durante 96 h de 

fermentação a 200rpm.  

 

 Na produção de lipases ácidas pelo microrganismo mutante de 

Aspergillus niger NCIM 1207 em fermentação submersa, MAHADIK et al. 

(2004), utilizaram uma velocidade de agitação que variou entre 150 e 180 rpm, 

à 30ºC e pH 5,5, atingindo uma atividade lipolítica máxima de 25,8 U/mL. 

TUMANG & COSTA et al. (2006), empregando fermentação submersa para a 

produção de uma lipase de Yarrowia lipolytica com uma agitação de 160 rpm, 

numa temperatura de 30º C e pH 6,0 obtiveram uma atividade lipolítica de 

1200 U/L.  
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 Os resultados expressos no Diagrama de Pareto (Figura 4) com os 

efeitos padronizados para um nível de 95% de confiança, representados pelo 

valor de p, com as seguintes variáveis independentes: glicose, resíduo oleoso, 

pH e agitação, assim como suas associações, influenciaram na produção de 

lipase. Sendo que a agitação, o pH e o resíduo foram as variáveis 

independente mais relevante para produção da enzima, por ambas estarem 

acima dos valores de p. 

 

 Desta forma, os resíduos oleosos podem ser uma fonte alternativa tanto 

de carbono como de nitrogênio, a fim de propiciar a produção de insumos 

biotecnológicos de elevado valor agregado. 
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ANEXOS 
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Figura 1. Crescimento do Bacillus licheniformis (UCP 1014) em função do 

tempo após  96 horas a 370C, 200 rpm e pH 3,0 (ensaio 11). 

 

 

Figura 2. Atividade lipolítica de Bacillus licheniformis (UCP 1014) durante  96 

horas a 370C,  200 rpm e pH 3,0 (ensaio 11). 
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Figura 3. Variação do pH no ensaio 11 do planejamento fatorial 24 durante 96 

horas a 37oC e 200rpm 

 

Figura 4. Diagrama de Pareto mostrando os efeitos principais e interações das 

variáveis independentes no processo de produção de lipase por Bacillus 

licheniformis, a 60 h de cultivo a 37ºC.  (1) glicose, (2) resíduo oleoso, (3) pH e 

(4) agitação (rpm) 
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Tabela 1: Matriz do Planejamento Fatorial 24 

          Nível 

Fator -1 0 +1 
 

Glicose ( g/L) 0 3,75 7,5 

Resíduo (g/L) 0 2,5 5 

pH 3 6 9 

Agitação (rpm) 100 150 200  

    
 

 

Tabela 2: Planejamento fatorial 24, tendo como variáveis glicose, resíduo, pH e 
agitação como variável resposta para a produção de lipase. 
 

 
Ensaio 

 
Glicose 

 
Resíduo 

 
pH 

 
Agitação 

 
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 lipolítica máxima nos respectivos tempos dos ensaios do 

planejamento fatorial 24 durante a fermentação por Bacillus licheniformis (UCP 

1014) a 37oC. 
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Ensaio 

 
Atividade Lipolítica UI/mL 

 
Tempo (h) 

 

1 124,2 60 

2 136 36 

3 124,5 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 

11 480 60 

12 110,7 32 

13 214,2 72 

14 350 72 

15 89,35 80 

16 293,5 72 

17 380 72 

18 378 76 

19 442 76 

20 422 72 
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 CONCLUSÕES GERAIS 

 

 

Diante dos resultados obtidos, foi possível concluir que: 

 

 

 Dentre os meios de produção de lipase testados pelo Bacillus licheniformis 

(UCP 1014), o meio denominado C foi aquele que apresentou a maior 

atividade enzimática (256 UI/mL), quando comparado aos demais; 

 

 A composição do meio C foi modificada pela substituição do óleo de oliva 

pelo resíduo da produção do sorvete de chocolate; 

 

 O planejamento fatorial 24 utilizando o meio denominado C para produção 

de lipase, apresentou 20 ensaios, tendo como variáveis: glicose, resíduo de 

sorvete, pH e agitação; 

 

 O ensaio denominado 11, cujas condições foram 5% de resíduo de sorvete, 

pH 3,0, na composição final do meio, 200 rpm, 96 horas, 37oC, obteve uma 

produção de 480 UI/mL; 

 

 Esses resultados sugerem uma alternativa para reutilização de resíduos 

oleosos provenientes da indústria de sorvetes, como substratos para fins 

biotecnológicos, no intuito de auxiliar na composição de meios alternativos 

e econômicos para produção de lípase bacteriana. 
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