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Producao de lipase utilizando manipueira como fonte
alternativa de carbono
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As lipases s@o enzimas capazes de realizar a hidrolise de &cidos graxos, reacdo que € muito importante nas
indUstrias e mais especificamente para a produgdo de biodiesel. Pode ser produzida por animais, vegetais e
micrébios, sendo a Ultima forma a mais vantajosa. A sua producdo em laboratorio tem sido muito repetida e
mostra resultados muito satisfatérios. Uma infinidade de maneiras de cultivo desta enzima € desenvolvida,
variando os tipos de micro-organismos produtores, tipos de substrato, e processos de fermentacdo. Dentre
as bactérias capazes de produzir lipase, o Bacillus subtilis se destaca notadamente nas pesquisas publicadas
por se desenvolver e produzir a enzima em condi¢bes adversas. Muito frequentemente, residuos da
indUstria agricola sdo utilizados como meio de cultura desses micrdbios, seja para baixar os custos de
producdo, seja para dar utilidade a tais rejeitos. Neste trabalho, a manipueira, residuo liquido do
processamento da mandioca, foi utilizada como fonte alternativa de carbono para a producdo da lipase e
seus resultados comparados com diferentes meios de fermentacdo sendo comprovada a sua eficiéncia na
producdo da enzima.
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Lipases are enzymes capable of carrying out the hydrolysis of fatty acid, a reaction which is very important
in industry and more specifically for the production of biodiesel. Can be produced by animals, plants and
microbes, the latter being the most advantageous way. Its production in the laboratory has been much
repeated and shows very satisfactory results. A multitude of ways of cultivation of this enzyme is
developed, varying the types of micro-organisms producers, types of substrate and fermentation processes.
Among the bacteria capable of producing lipase, Bacillus subtilis stands out markedly in published research
by developing and producing the enzyme in adverse conditions. Very often, the agricultural industry wastes
are used as culture medium of these microbes, or to reduce production costs, it is useful to provide such
wastes. In this work, liquid waste processing of cassava, was used as an alternative source of carbon for the
production of lipase and its results compared with different fermentation media being proven its efficiency
in the production of the enzyme.
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1. INTRODUCAO

As lipases sdo enzimas hidroliticas que entre outras utilidades, catalisam a conversdo de
triacilglicer6is (TAG’s), fornecendo acidos graxos livres e glicerol [1].

A reacdo de hidrdlise realizada pela lipase consiste no ataque & ligagcdo éster do TAG
(triacilglicerol) para produzir glicerol e acidos graxos, na presenca de agua. O tipo e a posicdo
estereoespecifica do residuo de acido graxo estdo relacionados com a alta especificidade das
lipases, 0 que propicia um grande nimero de aplicagdes [2].
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Segundo Pastore et al [3], a atividade lipolitica & muito aumentada quando situada na interface
polar/apolar e apresentam maior afinidade por &cidos graxos de cadeia longa. Com a técnica da
difracdo de raios-X, foi possivel obter a estrutura tridimensional de algumas lipases sendo
possivel deste modo, compreender melhor os fatores que determinam sua regido especificidade,
enantioseletividade e o mecanismo de acdo. Fatores esses, que as tornam uma das classes de
enzimas mais atraentes e utilizadas em aplicagdes biotecnoldgicas especificas.

As lipases constituem um grupo de produtos bioldgicos de extrema importancia e necessidade
para a vida humana, sendo amplamente encontradas na natureza. Sdo obtidas a partir de fonte
animal, vegetal e microbiana [4], porém somente as lipases microbianas sdo comercialmente
utilizadas, por poderem ser manipuladas. Pertencem a um importante grupo de enzimas devido a
versatilidade de suas propriedades e facil produgdo em massa, além de oferecer um amplo
espectro de caracteristicas fisico-quimicas [5].

Depois das proteases e das amilases, as lipases sdo consideradas o terceiro grupo mais
importante e representativo do mercado das enzimas. Contudo, 0 seu uso é caracterizado pelos
elevados custos de producéo [6]. Esse fato faz com que a procura por meios menos custosos para
a sua produgdo sejam pesquisados, bem como o uso de variados micro-organismos produtores;
diferentes maneiras de conduzir o processo e diferentes meio de cultura dos micro-organismos.

A possivel substituicdo dos meios de fermentacdo sintéticos por meios naturais igualmente
eficazes reduziria os custos operacionais, ao tempo em que possibilitaria uma maior
popularizacdo da modalidade. Desta forma os residuos agroindustriais, pelo baixo custo e grande
disponibilidade, tém se mostrado uma alternativa perfeita, casando economia e sustentabilidade.

No contexto da realidade do estado de Sergipe, e tendo conhecimento da grande variedade de
rejeitos da agricultura, podemos citar como destaque a manipueira, que é um dos residuos gerados
pelo processamento da mandioca, tubérculo de grande producéo no estado.

A manipueira é um liquido leitoso extraido ap6s a prensagem da mandioca que por conter
cianeto de hidrogénio, torna-se venenoso e, por esse fato, é descartado na maioria das vezes de
forma concentrada ¢ em grande quantidade a céu aberto ou em cursos d’agua, gerando danos ao
meio ambiente.Segundo Nasu [7], a composi¢do quimica da manipueira varia de acordo com a
variedade da mandioca e das condig¢Ges edafoclimaticas da regido do plantio. De maneira geral,
um terco do amido da mandioca permanece na manipueira. Entdo, encontram-se presentes na
solugdo fosforo, potéssio, célcio e magnésio, além de micronutrientes essenciais para a
manutengdo da nutricdo de micro-organismos, plantas e alguns animais. A Tabela 1 mostra a
composicdo média da manipueira, citada por um trabalho na literatura.

Tabela 1: Composi¢do quimica da manipueira

Componente Aragéo e Ponte [8]
Nitrogénio (N) 4255
Faésforo (P) 259,5
Potassio (K) 1863,5
Célcio (Ca) 227,5
Magnésio (Mg) 405,0
Enxofre (S) 195,0
Ferro (Fe) 15,3
Zinco (Zn) 4,2
Cobre (Cu) 115
Manganés (Mn) 3,7
Cianeto total (CN) 604,0
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Consoante a esta linha de raciocinio, neste trabalho a manipueira (residuo liquido da
mandioca, Manihot esculenta Crantz) foi testada como meio de fermentacdo submersa para
avaliar a producdo da enzima lipase pela bactéria Bacillus subtilis. Concomitantemente, 0 mesmo
experimento foi produzido trocando a manipueira por solu¢éo de amido e um meio sintético para
comparar a eficiéncia de producgéo de lipase durante 72 horas, variando também o pH e a agitacéo
em cada meio.

2. METODOLOGIA

2.1. Preparo do Substrato Manipueira

A manipueira utilizada nos experimentos foi coletada numa féabrica de farinha localizada no
municipio de Itaporanga D’Ajuda, distante 26 km da capital do Estado de Sergipe, Aracaju. O
preparo do substrato seguiu a orientacdo de Barros et al [9], onde a manipueira foi aquecida até a
ebulicdo, resfriada, centrifugada a 3400 rpm durante 20 min. As Figuras 1 e 2 apresentam a
manipueira em sua forma bruta e tratada, respectivamente.

Este processo teve como objetivo a solubilizagdo do amido, a remocdo de solidos em
suspensdo, e a eliminacdo de cianeto de hidrogénio. Apos este processo, o liquido resultante era
chamado de manipueira tratada. Para as experiéncias, 50 mL deste meio foram esterilizados em
autoclave a 121 °C durante 20min.

Figura 1: Manipueira bruta Figura 2: Manipueira tratada

2.2. Substrato Solucéo de Amido 1 %

Leonel e Cereda [10] relatam a presenca de 5,71 % de amido na manipueira, 0 que nutriu a
curiosidade em testar uma solugdo de amido 1 % como substrato na produgdo da lipase por
Bacillus subtilis e comparar os seus resultados com os valores obtidos utilizando manipueira
tratada e um meio sintético, como substrato na produgdo da lipase.

2.3. Micro-organismo e Preparo dos Meios Fermentativos

O micro-organismo utilizado foi o Bacillus subtilis, pertencente ao banco de cepas do
LABAM. Ele foi isolado através do método da semeadura por esgotamento em placas de Petri
contendo meio &gar Nutriente. Os isolados obtidos foram mantidos resfriados em tubos inclinados
de agar.

Um ciclo de crescimento da cultura foi feito contendo 150 mL de caldo nutritivo e mantidos
durante 24 h em shaker a uma velocidade de 150 rpm. Este caldo utilizado para experiéncias
continha (g/L de &gua destilada): extrato de carne 1,0; extrato de levedura 2,0; extrato de peptona
5,0 e cloreto de sédio 5,0.

O meio sintético utilizado como substrato foi preparado conforme combinagdo de nutrientes
utilizados para o caldo nutritivo citado acima.
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2.4. Fermentacao

Uma aliquota de 3,0 mL de indculo foi adicionada a cada Erlenmeyer contendo 50 mL de
manipueira tratada, meio sintético e solugdo de amido. A fermentacdo foi realizada de acordo
com 0s seguintes parametros: temperatura de 30 °C, agitacdo a 120, 150 e 180 rpm, pH 5, 7 ¢ 9
durante 72 h. Amostras foram obtidas em intervalos de 24 horas para determinacéo da atividade
enzimatica.

2.5. Medicdo da Atividade Enziméatica

A atividade enzimatica pode ser determinada direta ou indiretamente, pelo consumo do
substrato ou pela formagdo dos produtos sendo assim, a atividade lipolitica foi determinada pela
liberacdo de acidos graxos [11].

2.6. Preparo do Extrato Enzimético

Cada amostra foi centrifugada a 3400 rpm em um tubo de centrifuga por 8 min para remover as
células. O sobrenadante, denominado extrato enzimatico foi usado para determinar a atividade
enzimatica.

2.7. Quantificacao da Atividade Lipolitica

De acordo com Barros et al [9], a atividade lipolitica é geralmente determinada pela liberagdo
dos 4&cidos graxos produzidos pela hidrolise, que podem ser quantificados por métodos
colorimétricos, fluorimétricos, titulométricos, turbidimétricos.

Neste ensaio, 1mL de extrato foi adicionado em frascos contendo 4 mL de tampéo fosfato 0,2
M; 1 mL de CaCl; 110 mm, e 5 mL de emulsdo de 25% (v/v) azeite em goma arabica 7% (p/v).
Os frascos foram incubados a 37 °C e 180 rpm durante 20 minutos. Ap6s a incubacdo, a reagao
foi interrompida pela adi¢do de 15 mL de acetona/etanol (1:1), e foi mantido num agitador por
mais 5 minutos. A amostra em branco foi obtida de um modo semelhante como as amostras de
extrato, diferindo apenas pela utilizagdo de agua destilada em vez do extrato.

Os é&cidos graxos liberados pela hidrélise de triacilglicerol foram titulados com NaOH a 0,05
M e 20 uL de fenolftaleina. Uma unidade de lipase (U) foi definida como a quantidade de enzima
capaz de libertar um pmol de acido graxo por minuto (umol x min?) sob as condigdes acima
descritas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Producéo da Enzima

Em consonéncia com os trabalhos de Barros [12] e [8], a produgdo da enzima foi detectada
com a titulagdo com NaOH 0,05 M. O consumo do hidroxido de sddio evidenciou a presenca do
acido graxo produzido mediante acdo de hidrolise da enzima lipase. A lipase foi produzida em
todas as condigdes previstas no planejamento experimental e sdo mostradas na Figura 3.

Fazendo uma andlise da Figura 3, verificamos que a maxima atividade foi atingida com 48
horas de fermentacéo, consequentemente seria 0 melhor momento para Se parar 0 processo Se este
fosse o objetivo principal, entretanto, tinhamos como foco a avaliacdo da manipueira como fonte
alternativa de carbono, logo o processo ficou por maior tempo para comparar este com o0s demais
meios.

Comparando os meios verificamos que 0 meio sintético apresentou melhor desempenho em
termo de atividade, sendo seguido pela manipueira e depois 0 amido puro. Neste caso destacamos
que o0 meio sintético possui indutores que propicia a producdo da lipase com atividade, ja a
manipueira, um efluente bruto, mostrou um bom desempenho quando comparado com o amido
puro, assim, o efluente deve conter componentes que ajudam na producéo da lipase sendo um
bom indicativo da possibilidade deste como substrato na producéo de lipase.
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Figura 3: Maxima producéo enzimética para cada meio

Nas condigcbes preparadas para o experimento utilizando manipueira como meio de
fermentacdo, houve producdo satisfatéria da lipase e sua atividade foi detectada em todas as
variacdes de pH e de rotacéo, ao longo de 72 horas de incubacdo.

O efeito produzido pelo tempo de fermentacdo quer dizer que com o aumento das horas de
fermentagdo, hd uma maior produgdo de enzima dentro do intervalo estudado. Porém, esse
aumento € limitado, sendo que em torno das 72 h ocorre um decréscimo enzimatico. Esse fato
pode ser explicado pela grande demanda de nutrientes pelos Bacillus subtilis apds 48 horas de
fermentacdo, onde meio manipueira j& ndo fornece quantidade satisfatoria destes nutrientes, assim
ocorre diminuicdo da capacidade de se reproduzirem entre si, consequentemente resultando na
queda da producdo enzimatica. Em termos da agitacdo (rpm), que fornece oxigénio para 0s
produtores da lipase, a producéo variou pouco quando comparada a variagdo mediante tempo de
fermentacéo.

Variando o pH do tampédo utilizado nos experimentos com a manipueira, a maxima produ¢édo
da enzima foi detectada para o pH 7, assim como encontrado em diversos trabalhos na literatura
[13]. Percebe-se também que a producdo de lipase com pH 9 é equiparavel ao pH neutro,
entretanto em pH acido a lipase ndo é produzida em quantidade satisfatéria. A Tabela 2 mostra
com detalhe os resultados encontrados para este ensaio.

Tabela 2: Atividade enzimatica da lipase tendo como substrato a manipueira em diferentes pH e com
agitacéo de 150 rpm.

Tempo (h) pH 5,0 pH 7,0 pH 9,0
24 15 53 50
48 40 62 46
72 37 51 37

A producgéo de lipase em amido foi notada em todos os experimentos com este meio de
fermentacéo e sua atividade quando comparada com os demais meios testados, revelou-se menor,
como ja visto na Figura 3.

O uso do meio sintético neste trabalho serviu de comparagdo, visto que a produ¢do em um
meio padronizado e controlado é mais provavel do que em meios de composi¢do variavel, assim
COMO Ocorreu.

3.2. Efeito do pH na Atividade Lipolitica

A literatura indica que o pH neutro é definido como sendo 6timo para atividade lipolitica, o
que pode ser verificado nos trabalhos de Fadiloglu e Soylemez [14] e Benjamin e Pandey [15].
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Nas condicOes estudadas, a lipase de Bacillus subtilis apresentou maior atividade com o pH 7
para qualquer um dos meios, como pode ser observado na Figura 4.

100
80
60 -77‘.‘ g 4—amido
40 -{ \. ——manipueira
20 /\0 sintético
0 T T 1
pH 5 pH7 pH9

Figura 4: Atividade enzimatica de cada meio com variag6es no pH

Os resultados encontrados mostram que a manipueira apresenta potencial favoravel tanto no
desenvolvimento do micro-organismo Bacillus subtilis, quanto na produgdo da enzima lipase.

A manipueira apresentou valores de atividade enzimatica significativa, quando comparados ao
mesmo fator no meio sintético e na solucdo de amido, fato que pode ser atribuido & complexa
composicao quimica do rejeito agroindustrial utilizado, que retne varios micro e macro nutrientes
necessarios a nutricdo do micro-organismo, proporcionando dessa forma condi¢es favoraveis
para o desenvolvimento da bactéria.

Diferentes resultados para a producdo da lipase podem também ser encontrados, podendo ser
relacionados a alguns fatores como, por exemplo, a origem do micro-organismo, o meio utilizado,
0 processo escolhido para conducdo da fermentacdo, o tempo de incubacdo, a temperatura, bem
como o0 método utilizado nos experimentos e substrato utilizado para a medida de atividade,
tornando, muitas vezes, invidvel a comparagdo com outros estudos.

4. CONCLUSAO

O Bacillus subtilis foi capaz de produzir a enzima lipase por meio de fermentagdo submersa
utilizando como fonte de carbono, a manipueira tratada, ndo sendo necessaria a adigdo de
indutores enzimaticos, o que evidencia o grande potencial da manipueira quando comparada com
0s outros meios, amido 1 % e sintético.

A méaxima atividade lipolitica na manipueira foi identificada no tempo de 48 horas de
fermentacéo sob condicdes de pH 7 e agitagdo de 150 rpm.

Por fim, quando comparada a produgdo enzimatica nos trés meios testados: amido, manipueira
e meio sintético, percebe-se que a maior producdo foi obtida no meio sintético, seguido pela
manipueira e a solugdo de amido 1 %.
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