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Lipases sdo enzimas que vém se destacando no cenario da biotecnologia, principalmente devido a sua
capacidade em catalisar reacbes de hidrélise e de sintese. As lipases sdo produzidas tanto por
microrganismos, como por organismos animais e vegetais, porém as de origem microbiana sdo
atualmente as mais utilizadas industrialmente. Dentre os microrganismos produtores de lipases estdo o0s
fungos filamentosos, as bactérias e as leveduras. O presente trabalho objetivou o isolamento e selecdo de
bactérias produtoras de lipase, bem como o estudo da producdo da enzima usando residuos provenientes
da agroinddstria. As amostras para o isolamento foram coletadas em uma planta piloto de biodiesel. Os
microrganismos foram isolados e posteriormente submetidos a testes de deteccdo da atividade lipésica.
Apos o processo de selecdo, os isolados que apresentaram maior indice enzimético (IE), foram utilizados
para o estudo da producdo de lipase utilizando bagaco de cana-de-aglcar e bagago de mandioca. Nesse
estudo foram isolados 16 microrganismos, sendo que 75% apresentaram atividade lipolitica. Dentre os
isolados selecionados como produtores de lipase, a maxima produgdo foi atingida com a cepa 8A quando
utilizado o bagaco de mandioca durante 48 h de fermentacé&o.
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Lipases are enzymes that have been highlighted in the biotechnology scenario, mainly due to their ability
to catalyze hydrolysis and synthesis reactions. Lipases are produced by microorganisms, animals and
plants, but the microbial origin is currently the most widely used industrially. Among the lipase producers
microorganisms are filamentous fungi, bacteria and yeasts. This study aimed to isolation and selection of
bacteria producing lipase and the enzyme production study using agro industrial wastes. Samples for
isolation were collected in a biodiesel pilot plant. Microorganisms were isolated and then subjected to
testing for lipase activity. After the selection process, the isolates showed greater enzymatic index (EI)
were used for the study of lipase production using bagasse from sugarcane and cassava bagasse. In this
studied were isolated 16 microorganisms, where 75% presented lipolytic activity. Among the isolates
selected as lipase producers, the maximum production was achieved with the 8A strain when used
bagasse cassava for 48 h fermentation.
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1. INTRODUCAO

Lipases (EC 3.1.1.3) sdo enzimas que vém se destacando no cenario da biotecnologia,
principalmente devido a sua capacidade de catalisar reac6es de hidrélise e de sintese. As lipases,
triacilglicerol éster hidrolase, sdo enzimas hidroliticas que "in vivo" catalisam a hidrélise de
triacilglicerois de cadeia longa (acima de 10 atomos de carbono), sendo a trioleina o seu
substrato padrdo, aos acidos graxos correspondentes e glicerol, constituindo uma classe especial
de carboxil éster hidrolases [1]. A capacidade das lipases em catalisar tanto a hidrolise de
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ésteres, quanto as reacles de esterificagdo e transesterificacdo, em meio aquoso ou ndo, permite
gue estas enzimas sejam utilizadas na sintese regiosseletiva ou na resolucdo estereoseletiva de
alcoois, acidos carboxilicos e aminas [2, 3].

Devido a capacidade catalitica das lipases, essas sdo excelentes alternativas para as sinteses
quimicas classicas, com aplicacdo nas industrias de alimentos, detergentes, oleoquimica,
farmacéutica, quimica fina, cosméticos, couro, tratamento de efluentes e na producdo de
biocombustivel [4]. Na manufatura de alimentos sdo empregadas para a obtencdo de acidos
graxos livres por hidrélise seletiva dos dleos e gorduras presentes em diversos alimentos. Na
fabricacdo de pdes sdo empregadas para melhorar a textura da massa. O emprego de lipase na
formulacdo de detergentes é responsavel pela facilidade de unirem-se as gorduras e 6leos. Nas
industrias oleoquimicas seu emprego reduz gastos com energia e minimiza a degradagdo térmica
dos compostos em comparacdo as vias quimicas tradicionais. Na industria farmacéutica as
lipases sdo utilizadas na producdo de antidepressivos, anti-hipertensivos e vasodilatadores. As
lipases também podem ser utilizadas no tratamento de efluentes e na producéo de biodiesel,
sendo esta uma das areas de aplicacdo que mais crescem nos Gltimos anos [5]. Na producdo de
biodiesel, a catélise enzimatica abole a necessidade de neutralizacdo e lavagem do biodiesel,
além de facilitar a recuperacéo da glicerina [6, 7].

As lipases podem ser produzidas por microrganismos, por animais e por vegetais, porém as
lipases de origem microbianas sdo atualmente as mais utilizadas industrialmente [8, 9]. A
producéo e aplicagdo de lipases de origem microbiana também tem sido a mais empregada no
meio biotecnolégico. Esse fato se deve principalmente as facilidades de controle e de aumento
da capacidade produtiva dos processos fermentativos, além da reducdo do custo de obtencéo.
Em geral, os microrganismos mais utilizados para a produgéo de lipases sdo fungos dos géneros
Rhizopus, Aspergillus e Mucor e leveduras do género Candida [10]. Dentre as bactérias
produtoras de lipase, destacam-se os géneros Bacillus, Pseudomonas e Burkholderia. As lipases
bacterianas apresentam a vantagem de serem excretadas da célula e de poderem ser produzidas
por fermentacdo submersa ou em estado solido [11, 12, 13].

A composicdo do meio de cultivo deve fornecer nutrientes necessérios ao crescimento do
microrganismo, bem como a producdo de compostos metabdlitos adequados para suprir a
energia para biossintese e manutencdo celular [14]. Contudo, o meio de cultivo é um dos
componentes mais relevantes nos custos de producgdo, por isso, é crescente o0 interesse no
aproveitamento de residuos lignocelulésicos agroindustriais e florestais como matérias-primas
em processos biotecnoldgicos. Dentre os residuos destacam-se o farelo de arroz, a torta de cana-
de-acUcar, de mamona e palha. Além disso, 0 processo também possibilita uma destinacdo
alternativa para esses residuos e, em alguns casos, uma fonte de renda alternativa para a
agricultura familiar.

Assim como qualquer atividade enzimatica, a atividade lipolitica pode ser determinada direta
ou indiretamente, pelo consumo do substrato ou pela formacdo de produtos, ou seja, pela
liberacdo de &cidos graxos [15]. Geralmente a atividade da lipase é determinada pela dosagem
do produto formado durante um tempo de incubacdo definido da enzima com o substrato.

O presente trabalho realizou o isolamento de microrganismos e o estudo dos mesmos quanto
a capacidade de producdo de lipases utilizando residuos agroindustriais, visando o uso dessas
enzimas para a producdo de biodiesel e aplicacdo nas mais diversas areas biotecnologicas.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Isolamento e selecdo de microrganismos
Coleta de amostras
As coletas foram realizadas em planta piloto de biodiesel, localizada no Laboratério de

Tecnologia Alternativas (LTA) da UFS (Figura 1). A planta experimental foi mapeada com
relacdo aos pontos mais suscetiveis ao desenvolvimento de microrganismos e, com a ajuda de
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swabs, foram retiradas as amostras. As amostras foram incubadas em Peptona Bacteriologica (1
g/L) a 30°C por 24 h.

B Th

Figura 1: Fotografia da planta piloto de biodiesel instalada no Laboratério de Energias
Alternativas (LTA) da UFS. Fonte: arquivo pessoal do autor.

Isolamento

O isolamento dos microrganismos foi realizado através de semeadura por esgotamento de
uma algada do caldo contendo as amostras em placas de Petri contendo meio Agar Nutriente.
Depois de semeadas, as placas foram incubadas a 30°C. Os isolados obtidos foram mantidos em
tubos contendo Agar Nutriente inclinado e mantidos a 10°C.

Selecéo de microrganismos produtores de lipase

O ensaio para deteccdo da atividade lipolitica dos isolados foi realizado através do método
Cup Plate, descrito por Dingle et al. [16] com algumas modifica¢Oes. Placas de Petri contendo o
meio composto por agar-agar (18 g/L), azeite de oliva (10 g/L) e tween 80 (1 g/L) e rodamina B
(2 %) foram utilizadas para inocular as cepas obtidas no isolamento. Apés a inoculagdo, as
placas foram incubadas a 30°C por 24 e 48 h. A capacidade de producéo de enzimas lipases foi
determinada atraves da andlise das placas em transiluminador UV. O resultado positivo foi
observado por meio da formacdo de halo fluorescente ao redor do ponto de semeadura do
microrganismo. O halo e o crescimento microbiano formados (Figura 2) foram medidos (cm) e
o Indice Enzimético (IE) foi calculado.

Célculo do Indice Enzimatico
A atividade enzimatica foi determinada pelo método de Hankin e Anagnostakis [17] através
da relagdo entre o diametro médio do halo de degradacdo e o diametro medio da coldnia,
expresso como Indice Enzimatico (IE), conforme expresso pela Equacéo 1.
IE = D"/ DM Eq1
Onde:

D" = Diametro Médio do Halo de Degradacéo
CM = Diametro Médio de Crescimento Microbiano
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2.2 Producdo de lipase utilizando residuos agroindustriais

Os microrganismos com maior IE foram avaliados quanto a producéo de lipase em residuos
agroindustriais. O in6culo dos isolados selecionados foi preparado através da adi¢cdo de uma
alcada da cepa em um tubo de ensaio contendo 5 ml de solucdo de peptona bacteriolégica a 10%
(m/v). Os tubos foram incubados a 30°C durante 24h e ap6s, 1 mL da solucéo foi passado para
um erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL de meio peptona bacterioldgica a 10% (m/v). O
erlenmeyer também foi incubado a 30°C em shaker até que os isolados selecionados atingissem
107 células/mL. Em seguida, 5 mL do indculo foi adicionado ao meio de produgéo.

Fermentacao em estado solido

Os residuos agroindustriais utilizados para o estudo da producdo de lipase pelos isolados
selecionados foram o0 bagaco de cana-de-agucar (Saccharum officinarum) e bagaco de mandioca
(Manihot esculenta). Apds secos, homogeneizados e padronizados em tamanho entre 0,5 a 2
mm. 10 g do residuo sélido foi colocado em erlenmeyer de 250 mL e adicionada uma solucéo
tampdo fosfato 0,1 mol/L pH 7,0, de modo a obter 55 % de umidade. Em seguida, a0 mesmo
erlenmeyer foi adicionado 1 % (m/v) de azeite de oliva. O erlenmeyer foi autoclavado e
posteriormente inoculado com 5 mL do indculo. Os frascos foram incubados a 30°C e as
amostras foram retiradas em tempos de 24, 48 e 72 h para extragéo da enzima e determinacédo da
atividade lipolitica.

Extracdo da enzima e determinacéo da atividade lipolitica

A enzima foi extraida através da adicdo de 50 mL de uma solugdo de NaCl (2%) ao
fermentado sélido, seguida de agitagdo em shaker a 200 rpm durante 1 h e centrifugacéo a 4200
rpom durante 15 min. O sobrenadante bruto contendo a enzima foi usado para as analises
posteriores. A atividade lipolitica foi determinada usando o método do p-nitrofenol (p-NP),
tendo o p-nitrofenil palmitato (p-NPP) como substrato [18]. A emulsdo contendo o substrato foi
preparada pela adigdo de 1 mL de solugdo de p-NPP em isopropanol a 3 g/mL (solugdo A),
seguido da adicdo de 10 mL de uma solugdo contendo 3 g de Tween 80 dissolvidos em 450 mL
de solugdo tampdo fosfato pH 8 (solucdo B). 2,7 mL dessa solugdo foram incubados até o
equilibrio térmico de 37 °C. Apos atingir o equilibrio, foram adicionados 0,3 mL de solugdo
enzimatica ao sistema e as absorbancias foram medidas em espectrofotdmetro a 410 nm em
intervalos de 30 s durante 5 min de reacdo. Para a determinacdo da atividade lipolitica, foi
calculada a concentracdo molar de p-NP de acordo com a Equagéo 2.

C=A/ED Eq 2

Onde: C= Concentragdo Molar de p-NP; A= Absorb’éncia a 410nm; & = Coeficiente de
Extingcdo Molar do p-NP (18,5 mL/mol.cm); b= Caminho Optico (1cm)

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Isolamento e caracterizacdo dos microrganismos

A planta experimental de biodiesel foi mapeada em 12 pontos de coleta, sendo considerados
0s pontos de maior contaminacdo, apresentando maior probabilidade de obtencdo de
microrganismos com potencial producdo de enzimas lipases. Os pontos identificados como 4 e
10 foram semeados e ap6s o tempo de incubagdo, ndo foi observado o desenvolvimento de
microrganismos, sendo esses pontos descartados na etapa do isolamento. Ao total foram
isoladas 16 cepas bacterianas. Apds as analises micro e macroscopica das col6nias isoladas, as
caracteristicas morfo-fisioldgicas sdo apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1: Caracteristicas morfolégicas das col6nias obtidas.

Pontos de Coleta _N° Cpl_énias Cgracteristicas macroscc')picas_
identificadas Colbnia a Coldniab
Amarela, borda definida,
1 2 . Branca, textura cremosa
textura gelatinosa
5 2 Branca, borda definida, Amarela, borda definida,
textura cremosa textura cremosa
2 Branca, textura gelatinosa Amarela, borda circular
2 ND* Branca, borda definida,
textura cremosa
6 1 Branca, borda circular, i
textura cremosa
7 1 Branca, aparéncia porosa -
8 1 Branca, textura cremosa -
9 2 Branca, borda circular, Branca, borda circular,
tamanho pequeno tamanho grande
11 1 Amarela, textura gelatinosa -
12 1 Branca, borda definida, -

leve cheiro adocicado

“ND: Né&o Determinado
Ensaio qualitativo para deteccdo de lipase (Método Cup-Plate)

A atividade lipolitica em meio so6lido contendo o substrato especifico foi detectada através da
formacéo de halo quando os corantes reagiram com os &cidos graxos liberados, indicando a
producdo de enzima lipase no meio [15]. A coloracdo alaranjada fluorescente verificada na
Figura 2 foi adquirida devido & formag&o de complexos oriundos da reacdo dos &cidos graxos,
resultantes da hidrdlise promovida pela a¢do da lipase, com a rodamina B presente no meio de
cultura [19].

Dezesseis cepas foram testadas quanto a producédo de lipase, dentre essas, doze cepas (75%
dos isolados) apresentaram resultados positivos. Das 12 cepas que apresentaram resultado
positivo para producéo de enzimas lipases, quatro cepas (2B, 7A, 8A e 11A) apresentaram 0s
maiores valores de Indice Enzimatico (IE%), como pode ser observado na Tabela 2.

Figura 2: Revelacao em luz UV. Fonte: arquivo pessoal do autor.
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Tabela 2: Medida dos halos observados na determinagéo da atividade lipolitica pelo método Cup-Plate.

Amostra Diametro Diametro indice Enzimatico
Halo (cm) Colbnia (cm) (1E%0)
12 6,80 3,40 2,00
1B *ND *ND -
22 *ND *ND -
2B 9,50 4,00 2,37
3? 5,80 2,90 2,00
3B *ND *ND -
5A1 5,00 2,50 2,00
5A2 6,90 3,45 2,00
5B 6,40 6,20 1,03
62 5,55 2,75 1,82
7 10,00 4,25 2,35
82 10,50 4,50 2,34
92 4,70 2,35 2,00
9B 4,80 2,40 2,00
112 8,10 3,55 2,28
122 *ND *ND -

*ND = NAO DETECTADO

Estudos realizados por Bhavani et al. [20] verificaram que a temperatura e o periodo de
incubagdo dos microrganismos isolados compreendem fatores importantes que influenciam na
producdo de lipase e consequentemente na atividade lipolitica.

Fermentacao em estado solido e quantificacdo da atividade lipolitica

As cepas selecionadas como melhores produtoras de enzimas lipoliticas, 2B, 7A, 8A e 11A,
foram utilizadas nos testes de producdo de lipases por fermentacdo em estado sélido, tendo
como substratos os residuos agroindustriais, bagaco de cana-de-agucar e de mandioca, e como
indutor o 6leo de oliva.

Os indutores utilizados na producédo de lipases compreendem diferentes éleos vegetais, tais
como babagcu, girassol, oliva, soja, palma, canola, milho, bem como gorduras animais [21]. Dos
indutores citados, o 6leo de oliva é o mais empregado, possivelmente devido & maior
porcentagem de trioleina em sua composi¢do, a qual compreende o substrato natural para as
enzimas lipases [1].

Falony et al. [22] realizou o estudo de producdo de lipase com Aspergillus niger em diversos
6leos, como o de girassol, algodao e oliva, obtendo como melhor resultado a producdo em
presenca de 6leo de oliva. Assim como em estudos realizados por Kumar et al. [23], que testou
diversos 6leos e obteve maior atividade lipolitica em meio contendo 6leo de oliva.

A atividade lipolitica do extrato enzimético bruto (sem tratamento prévio) foi determinada
segundo o método da hidrdlise do pNPP. As Figuras 3 e 4 mostram as concentracdes molares
(CM) do p-NP produzido em 24 h, 48 h e 72 h nos diferentes substratos. Os valores descritos
nas Figuras 3 e 4 descrevem a concentracdo de p-nitrofenol liberado na reacdo de hidrélise do
palmitato de p-nitrofenila, estando esses dados diretamente relacionados com a atividade de
lipases produzidas no meio.

Como pode ser observado na Figura 3, a maior atividade foi obtida com a cepa 11A no
tempo de 72 h com concentracdo molar do p-NP de 1,87x10?2 quando utilizado o bagaco de
cana-de-acUcar. Ja o isolado 8A apresentou uma producdo semelhante (concentragdo molar p-
NP de 1,76x10) no mesmo substrato em 24 h, tornando esta possivelmente mais viavel, visto
que o tempo de reacdo é menor.
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No bagaco de mandioca, a cepa 8A também apresentou a maior atividade enzimatica em 48h
de fermentacéo, alcancando uma concentragdo molar de p-NP préxima de 5,5x102 No residuo
de mandioca foi observado um aumento da atividade lipolitica de todas as cepas selecionadas,
demonstrando o potencial do bagaco de mandioca como substrato biotecnoldgico.

Bagaco de Cana de agucar

m 24h
m 48h

molar do pNP

72h
J 04

Figura 3: Concentracdo molar do p-NP em bagaco de cana-de-acUcar.

Bagaco de Mandioca
6 -
P

=51
o
g,
% 4 m 24h
[-9
-3 3 1 m 48h
% > b 72h
E |
U

0

8A 11A TA 2B

Figura 4: Concentracdo molar do p-NP em bagaco de mandioca.

4. CONCLUSAO

A coleta de amostras em uma planta de biodiesel foi bem sucedida, dos 12 pontos
selecionados apenas dois ndo apresentaram desenvolvimento de microrganismos. Totalizando
16 isolados.

O método Cup-Plate mostrou-se eficiente e pratico na selecdo de linhagens produtoras de
lipase. Dessa forma, as cepas foram testadas e 12 demostraram atividade lipolitica, o que
corresponde a 75 % dos isolados.

A cepa 8A apresentou os melhores valores de concentracdo de produto (p-NP), onde a
concentragdo molar foi de 1,76x102 em 24 h de fermentacdo e de 5,55x102 em 48h de
fermentacdo quando usado o bagaco de cana e 0 bagaco de mandioca, respectivamente.

O custo de producdo de lipases é atualmente uma das maiores limitagdes do uso dessas
enzimas em processos industriais. Com isso, na tentativa de propor uma possivel reducéo nos
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custos de produgdo da enzima, os residuos agroindustriais servem como substratos
biotecnoldgicos potenciais, além de servir como uma alternativa de destinacdo industrial para 0s
mesmos.
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