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Lipases sdo enzimas de grande interesse comercial, pois sdo versateis e atuam em varios ramos da industria
quimica, destacando as industrias téxtil, alimenticia e de detergentes. As lipases também representam uma
forma de tornar a producéo industrial mais limpa, com atuac@es na obtencéo de biodiesel ou tratamento de
efluentes gordurosos. Dentre as diferentes vias de obtencdo de enzimas lipoliticas, a via microbiana é a forma
mais utilizada industrialmente. Tendo em vista a importancia industrial da enzima, o presente trabalho teve
como objetivo o isolamento e sele¢do de microrganismos produtores de lipases, bem como a otimizacéo de
sua producdo através de fermentagdo submersa. Foram isoladas 12 cepas selvagens, dentre as quais trés delas
apresentaram destaque em andlise qualitativa de producéo de lipases. Uma dessas cepas foi selecionada para
a realizagdo de ensaios com base em um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 23 a fim de
otimizar sua atividade enzimatica. As variaveis analisadas no DCCR foram concentracdo de extrato de
levedura, concentracdo de 6leo de soja e porcentagem de farelo de soja (m/v). Apos 24 h de incubacédo a
370°C e 160 rpm em shaker, foi possivel determinar a melhor producéo em 0,19 U, nas condi¢des de 20 g.L"
! de dleo de soja, 25 g.L™* de extrato de levedura e 40% m/v do extrato de farelo de soja. Através do DCCR
foi possivel determinar a regido de tendéncia para a obtencdo da otimizacdo da producdo de lipase para a
cepa selecionada, considerando uma regido de confianca de 95% e R2 =0,8.

Palavras-chave: lipase, planejamento experimental, microrganismo

Lipases are enzymes of great commercial interest as they can be used on many different areas of chemical
industry, with emphasis in clothing, food and detergent industries. Lipases also can be used to make the
industrial production cleaner, acting on biodiesel production and even used on fatty wastewater treatment.
Although the enzyme has many routes where it can be obtained, the microbial one is the most used in industry.
Realizing the industrial significance of lipases utilization, the present work had as its goal the isolation and
selection of lipase producer microorganisms, as well the enzyme production by submerged fermentation
optimization. It was isolated 12 different strains, 3 strains of which showing a promising lipase production
qualitative analysis. One of these strains was selected to be used in a series of assays based in a Central
Composite Rotatable Design (CCRD) 2% intending to optimize the strain’s enzymatic activity. The variables
analyzed on the CCRD was soybean oil and yeast extract concentrations and the m/v percentage of an soybean
bran extract. After 24 h of incubation under 37°C and 160 rpm in a shaker, it was found the best enzymatic
production in 0,19 U, under the conditions of 20 g.L™ of soybean oil, 25 g.L* of yeast extract and 40% m/v
of soybean bran extract. Using the CCRD, it was possible to determinate the region to obtain the lipase
production optimization to the selected strain, considering a confidence region of 95% and R? = 0,8.
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1. INTRODUCAO

Enzimas sdo catalisadores bastante eficientes, pois podem ser utilizadas em um ndmero maior
de processos do que os catalisadores convencionais. Além disso, a utilizacdo de enzimas como
biocatalisadores leva a uma reducdo do tempo e do nimero de etapas das reacdes que elas aceleram
[1]. Outra vantagem é de que as enzimas sdo muito especificas e geralmente atuam sob condigdes
mais moderadas que a maioria dos catalisadores quimicos. Estudos demonstram que a engenharia
enzimatica também € uma técnica promissora quanto a busca de uma producdo industrial mais
limpa, pois as enzimas sdo altamente biodegradaveis e reduzem a quantidade de rejeitos gerados

nos processos que catalisam [2].
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Dentre as enzimas que mais se destacam, estao as lipases que catalisam reacdes de hidrdlise em
triglicerideos convertendo-os em &cidos graxos e glicerol. Por outro lado, elas também atuam em
reacOes de esterificacdo, interesterificacao, alcodlise, acidolise e amindlise [3, 4]. A versatilidade
catalitica faz das lipases um dos grupos de enzimas mais utilizadas comercialmente, sendo
considerado o terceiro maior grupo de enzimas em volume mundial de vendas e com uma
participagdo no mercado mundial que cresce de maneira significativa [5, 6].

Devido a quantidade de reacdes catalisadas por lipases, elas podem ser aplicadas em diversas
areas, tais como na inddstria oleoquimica, na industria téxtil e na industria de detergentes, sendo
gue nesta Gltima a utilizacdo de lipases representa 32% da venda mundial de enzimas. Nas
indastrias de farmacos e quimica fina, por conta da regio e enantiosseletividades, as lipases também
encontram ampla aplicacdo, bem como nas industrias de couros onde as lipases sdo aplicadas para
a remocdo de gorduras e pelos. Duas &reas relativamente novas e extremamente promissoras da
aplicacdo das lipases sdo o tratamento de efluentes gordurosos e a producéo de biodiesel, que vém
ganhando espaco nos Ultimos anos dentre os estudos de aplicacdo da enzima [6, 7, 8]. As amplas
possibilidades de aplicagdes das lipases reforcam sua importancia econémica para varios setores
produtivos.

Lipases séo encontradas em fontes animais, vegetais e microbianas, sendo esta a via mais
utilizada em escala industrial. A enzima obtida dessa fonte possui menores custos de producédo
agregados, facilidade de reproducéo do processo em escala industrial e uma variedade interessante
de caracteristicas fisico-quimicas. Todas essas caracteristicas das lipases microbianas e o nimero
extenso de microrganismos produtores potenciais tornam o isolamento de cepas selvagens, bem
como da enzima produzida por elas, estrategicamente interessante para a aplicacdo em diferentes
processos industriais [8, 9].

A otimizagdo de parametros experimentais € uma etapa critica em um trabalho cientifico ou
tecnoldgico, devendo ser realizada no inicio da pesquisa. Usualmente, a otimizagdo é realizada por
meio da analise de uma variavel por vez, um método dispendioso e que demanda muito tempo de
avaliacdo. Portanto, os sistemas de planejamento fatorial se destacam ao permitir a avaliacdo
simultanea do efeito de um grande numero de variaveis, economizando tempo e dinheiro na
otimizacg&o de um processo [10].

No presente trabalho foi realizado o isolamento de microrganismos e sua selecdo quanto a
producdo de lipases. Também foi efetuada a otimizacdo da produgdo da enzima via fermentagdo
submersa através de um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) baseado em analises
estatisticas.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Isolamento e selecéo

2.1.1 Coleta de amostras

As amostras foram coletadas em pontos que apresentavam maior quantidade de deposicdo de
gordura, tais como caixa de gordura e chapa usada para preparar carnes. Com a ajuda de swabs
esterilizados, as amostras foram extraidas e incubadas em caldo nutriente por 24 h a 30°C em estufa
bacterioldgica.

2.1.2 Isolamento

Ap0s a etapa anterior, uma algada do meio contendo os microrganismos coletados foi utilizada
para realizar a semeadura por esgotamento em placas de Petri contendo os meios Agar Nutriente
(NA) para o isolamento de bactérias. O mesmo procedimento foi realizado com placas de Petri
contendo Potato Dextrose Agar (PDA) para o isolamento de fungos. As placas de NA foram
incubadas em estufa bacterioldgica a 30°C por 24h e as placas de PDA foram incubadas nas mesmas
condicOes por 7 dias. Posteriormente, foi realizada uma anélise macroscopica, identificando as
coldnias e micélios que nelas se desenvolveram, utilizando textura e coloracdo aparentes como
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pardmetros de diferenciacéo. Depois de concluido o isolamento, as cepas foram levadas para analise
em microscépio 6ptico para determinacgdo das caracteristicas morfoldgicas.

2.1.3 Selecéo de microrganismos produtores de lipase

A selecdo dos isolados quanto a capacidade de producéo de enzimas lipases foi realizada de
acordo com a metodologia proposta por Dingle et al. (2011) [11] com modificacBes. As cepas
isoladas foram semeadas em placas contendo 18 g.L™ de agar, 10 g.L* de azeite de oliva, 1 g.L*
de tween 80 e 2% de rodamina B. As placas foram incubadas em estufa a 30°C por 48h e
posteriormente analisadas em um transiluminador UV, onde a producgdo de lipase é evidenciada
pela formacdo de halo fluorescente ao redor do ponto onde o microrganismo foi inoculado. A
formac&o e medida do halo foram utilizadas como critério qualitativo para a sele¢do das cepas com
potencial produgéo de lipase.

2.2 Otimizagéo da producéo de lipase via fermentacao submersa
2.2.1 Fermentagdo submersa

A fermentacdo submersa foi realizada com base na metodologia descrita por Colla et al. (2015)
[12], com algumas modificacdes. O meio utilizado conteve uma extracdo de farelo de soja obtida
pela fervura de farelo de soja em agua a 100°C, extrato de levedura como fonte de nitrogénio e 6leo
de soja como indutor nas concentracfes definidas para o Delineamento. Além disso, foi utilizada
de uma solugdo salina 10% (v/v) de composi¢do 2 g.L* de KH,PO,, 1 g.L* de MgS0O,4 e 10 mL.L*
de uma solugdo de metais tracos com 0,63 mg.L* de FeSO,.7H,0, 0,01 mg.L** de MnSO, e 0,62
mg.L? de ZnS0O,. Depois, 45 mL do meio de producdo foram adicionados em erlenmeyers de 125
mL com seus pHs ajustados para 7,0 com o auxilio de solu¢Ges de NaOH 1,5 mol.L* e HCI 0,5
mol.L2. Ao final, 5 mL do indculo contendo o microrganismo selecionado foram adicionados ao
meio de producéo. O frasco foi incubado em shaker a 160 rpm e 37°C por 24 h.

2.2.2 Planejamento experimental

No presente trabalho foi realizado um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 23
com 3 repetigBes nos pontos centrais, totalizando 17 ensaios diferentes. As andlises estatisticas dos
ensaios foram realizadas no software STATISTIC 10.0. No Delineamento foi estudado o efeito de
trés variaveis na fermentacdo, sendo a concentracdo de 6leo de soja (g.L*), a concentracdo de
extrato de levedura (g.L™) e a porcentagem da extracéo de farelo de soja (m/v). A Tabela 1 mostra
a matriz experimental criada para 0 DCCR 23 realizado pelo programa, onde as variaveis
anteriormente citadas sdo X1, X2 e X3, respectivamente. O ponto 0 é o ponto central e 0s outros
pontos na Tabela 1 séo os pontos axiais. Para cada ensaio as medidas de atividade foram realizadas
em triplicata e a média entre as repeti¢des foi utilizada como resposta do Delineamento. Com base
na matriz e no trabalho realizado por Colla et al. (2015) [12] foram definidos os valores reais para
as variaveis estudadas, sendo apresentados na Tabela 2.

2.2.3 Extracao enzimatica e testes de atividade

Decorridas as 24 h estabelecidas para a fermentagéo, os erlenmeyers foram retirados do shaker
e 0s meios de producdo foram centrifugados a 4200 rpm por 30 min e o sobrenadante,
compreendendo o extrato enzimatico, foi recolhido e utilizado nos testes posteriores. A atividade
lipolitica foi determinada utilizando a metodologia proposta por Winkler e Stukmann (1979) [13]
com modifica¢des. O método consiste em medir o p-nitrofenol (p-NP) obtido a partir da hidrdlise
do p-nitrofenil palmitato (p-NPP). A solucdo de analise foi composta por 1 mL de uma solucédo de
p-NPP, isopropanol na proporcao de 3 mg.mL*e 10 mL de outra solugdo contendo 3 g de Tween
80 dissolvidos em 450 mL de tampdo fosfato pH 8,0. Depois, a solucéo final de analise foi mantida
em equilibrio térmico a 37°C e a 2,7 mL dela foi adicionado 0,3 mL do extrato enzimatico. As
amostras foram analisadas em espectrofotdmetro a 410 nm durante 1 min, tempo de processamento
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da reagdo de hidrolise do p-NPP, e as leituras de absorb&ncia foram monitoradas a cada 5 s. Para a
determinacdo da concentracdo de p-NP apos a reacao, foi utilizada a Equagdo 1, sendo considerada
uma unidade de atividade lipolitica (U) como a liberacdo de 1 umol de p-NP por minuto de reacéo.

C=AlEb 1)

Onde: C= Concentracdo Molar de p-NP; A= Absorbancia a 410nm; £ = Coeficiente de Extingéo
Molar do p-NP (18,5 mL/mol.cm); b= Caminho Optico (1cm)

Tabela 1: Matriz experimental com as varidveis analisadas em cada ensaio realizado.
Variaveis analisadas da matriz experimental

Concentragdo de 6leo de Concentracgéo de Extrato de Extracéo de
Ensaios soja (g.L?) Levedura (g.L™) Soja (%)
X1 X2 X3
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1
9 -1,68 0 0
10 1,68 0 0
11 0 -1,68 0
12 0 1,68 0
13 0 0 -1,68
14 0 0 1,68
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0
Tabela 2: Valores das variaveis para todos 0s pontos centrais e axiais.

Valores atribuidos

Variéveis analisadas -1,68 -1 0 +1  +1,68

Concentracéo de 6leo (g.L ™) 32 100 20,0 30,0 36,8

Concentracéo de Extrato de Levedura (g.L?) 0,0 10,0 250 40,0 50,2

Extracdo de Soja (%) 0,0 8,1 20,0 281 40,0

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Isolamento e identificacao

Foram isoladas 12 cepas bacterianas diferentes, sendo 5 delas provenientes da chapa utilizada
para preparar as carnes grelhadas e 7 originadas da caixa de gordura. Nenhum fungo foi isolado.
As caracteristicas das cepas isoladas foram determinadas e os resultados estdo dispostos na Tabela
3.
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Tabela 3: Local de isolamento, caracteristicas macroscopicas e identificagdo microscépica para cada cepa
bacteriana isolada.

Caracteristicas das cepas

Cepas ist?;rile(rj]io Caracteristicas Macroscopicas k-)rz;f:)toé Siz
1 Chapa Coldnia com bo?:xﬁjjgn;?:mgg?ca transparente. Diplococos
2 Chapa Branca Textura cremosa. Borda definida Bacilos
3 Chapa Branca. Cremosa. Borda definida. Cocos
4 Chapa Branca. Cremosa. Borda definida Cocos
5 Chapa Branca. Aspecto gelatinoso. Bacilos
6 Caixa de gordura Amarela. Cremosa. Sem borda definida Bacilos
7 Caixa de gordura Amarela. Cremosa. Sem borda definida Bacilos
8 Caixa de gordura Borda definida. Branca. Cremosa. Bacilos
9 Caixa de gordura Transparente. Seca. Borda definida. Bacilos
10 Caixa de gordura Transparente. Seca. Borda definida. Bacilos
11 Caixa de gordura Amarelada. Cremosa. Borda indefinida. Bacilos
12 Caixa de gordura Amarelada. Cremosa. Borda indefinida Cocos

3.2 Ensaios qualitativos para a producéo de lipase

A maioria das cepas apresentou um halo de degradacdo fluorescente ao ser submetido a luz UV,
confirmando que fontes com maior deposicdo de gordura sdo propicias para o isolamento de
microrganismos lipoliticos tal como descrito na literatura. O trabalho de Roveda et al. (2010) [9],
por exemplo, demonstrou que do isolamento de 21 cepas fUngicas a partir de efluentes de laticinios,
9 delas demonstraram capacidade lipolitica.

Dentre todas as cepas testadas, aquelas denominadas como 3, 4 e 11 apresentaram resultados
muito melhores que as demais, com o halo de degradacédo se estendendo por todo 0 meio de cultura,
demonstrando que foi obtida uma produgdo muito maior do que as outras cepas durante 0 mesmo
tempo de incubacgdo. Para fins ilustrativos, a Figura 1 compara as trés cepas citadas, onde o halo
obtido pela cepa 2 ndo foi tdo expressivo (Figura la). Posteriormente, as trés cepas foram
submetidas a fermentacdo submersa para outro teste qualitativo. Dentre elas, a cepa 4 foi
selecionada por apresentar os melhores resultados preliminares. A cepa foi utilizada no
planejamento experimental.

Figura 1: Imagens de algumas das cepas obtidas com o transiluminador UV onde: (a) cepa 2, (b) cepa
3, (c) cepa 4 e (d) cepa 11. A cor amarela fluorescente indica o halo de degradacao.
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3.3 Quantificacdo da atividade enzimética e planejamento experimental

A Tabela 4 apresenta as atividades enzimaticas mensuradas pelo método da hidrélise de p-NPP
para cada um dos ensaios estabelecidos no DCCR 23.

Tabela 4: Respostas dos ensaios realizados para 0 DCCR 23 em 24 h de incubagdo em termos de atividade
enzimatica medida.

Meédia das triplicatas de cada ensaio e desvio padréo

Ensaios Atividade enzimatica (U)
1 0,018 + 0,003
2 0,021 £ 0,003
3 0,100 + 0,030
4 0,060 + 0,020
5 0,100 £+ 0,030
6 0,100 + 0,010
7 0,120 £ 0,010
8 0,130 £ 0,010
9 0,050 £ 0,010
10 0,043 £ 0,002
11 0,025 £+ 0,003
12 0,053 + 0,004
13 0,045 + 0,006
14 0,190 + 0,090
15 0,084 + 0,006
16 0,023 + 0,002
17 0,040 + 0,010

Na Tabela 5 sdo apresentadas as respostas dos Coeficientes de Regressdo para as interacdes de
cada variavel, onde L significa a interagdo linear e Q a interagdo quadratica. Com 95% de confianga,
apenas a interacdo linear da concentracdo (g.L™) de extrato de levedura e linear e quadratica da
porcentagem do extrato de farelo de soja foram estatisticamente significativas, afetando
positivamente a atividade enzimatica. Entretanto, ndo foram encontradas interacGes
estatisticamente significativas entre as varidveis independentes nos intervalos estudados. Da mesma
maneira, a Figura 2 demonstra as varidveis estatisticamente significativas para a atividade
enzimatica (p-valor < 0,05), indicando também que 0 aumento da concentragdo da varidvel possui
influéncia positiva na resposta.

Tabela 5: Tabela com os efeitos das variaveis estudadas no DCCR 23, considerando a resposta da
atividade enzimatica em 24 h de fermentacéo.

Fatores Coeficientes de Regressdo  p-valor  Limite Inferior Limite Superior

Média 0,04769209 0,008859 0,016278 0,079106
X1 (L) -0,0037475055 0,566988 -0,018500 0,011005
X1(Q) 0,00212184013 0,766313 -0,014115 0,018359
X2 (L) 0,0160860466 0,036558 0,001334 0,030839
X2 (Q) -0,0010123629 0,886949 -0,017250 0,015225
X3 (L) 0,0360993576 0,000673 0,021347 0,050852
X3(Q) 0,0271572424 0,005497 0,010920 0,043394
X1X2 -0,00484459459 0,570995 -0,024120 0,014430
X2X3 0,00447972973 0,599704 -0,014795 0,023755

X1X3 -0,00811486486 0,352644 -0,027390 0,011160
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Figura 2: Grafico de Pareto com a andlise da influéncia das variaveis estatisticamente significativas na
resposta da atividade enzimatica

Com base na Tabela 4 foi possivel também estabelecer a Equagdo 2, que mede a atividade
lipolitica em fungdo das variaveis predeterminadas na faixa experimental analisada.

Y =0,047692 + 0,016086-X2 + 0,036099-X3 + 0,027157-X32 (2)

Onde: Y = atividade enzimatica da lipase; X2 = concentracdao de extrato de levedura; X3 =
porcentagem em m/v de farelo de soja

A Tabela 6 apresenta a analise de variancia (ANOVA) para 0s ensaios realizados, indicando um
R2 = 0,8, satisfatorio para experimentos biotecnolégicos.

Tabela 6: Tabela ANOVA para os fatores analisados no DCCR 23.

Fonte de Soma de Graus de Quadrado Feaic P - valor

variacao guadrados liberdade médio

Regressao 0,031913 03 0,01063767

Residuos 0,003721 13 0,00028623 37,164763 0,008859
Total 0,035634 16 0,00222712

A partir da Tabela 6, foi possivel realizar um teste para comparagdo de duas variancias (Teste
F). O F tabelado foi igual a 3,41 e o F calculado, exposto na Tabela 5, foi igual a 37,164763. Como
F calculado > F tabelado, isso indica que o modelo encontrado a partir do DCCR 23 (Equagéo 2) é
estatisticamente representativo do processo analisado.

Através do software STATISTIC 10.0 também foi possivel plotar a superficie de resposta da
atividade enzimatica em funcdo das duas variaveis estatisticamente significativas, a qual é
apresentada na Figura 3. Os dados da Figura 3 permitem observar a tendéncia da méaxima atividade
lipolitica (regides em vermelho) em seguir 0 aumento das concentragdes dos niveis das variaveis
consideradas estatisticamente significativas, mais evidentemente da extracdo do farelo de soja.
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Figura 3: Superficie-resposta obtida no planejamento fatorial completo 23 considerando os efeitos da
concentracdo de extrato de levedura e da porcentagem do extrato de farelo de soja nas medidas de
atividade enzimatica.

Analisando os dados obtidos ao longo do DCCR 23, é possivel observar que o ensaio 14 (Tabela
4) apresentou o melhor valor de produgdo enzimética, considerando as condi¢Ges de 20 g.L* de
6leo de soja e 25 g.L* de extrato de levedura (pontos centrais do experimento) e 40% m/v da
extracdo de farelo de soja na composi¢cdo do meio de producdo. Cabe salientar que o dleo de soja
ndo € o Unico indutor utilizado em fermentagfes submersas. Falony et al. (2006) [3], por exemplo,
encontraram o azeite de oliva como melhor op¢do como indutor no processo da producdo
enzimatica.

O ensaio 14 correspondeu a uma atividade enzimatica de 0,19 U (Tabela 4), uma atividade média
se comparada aos maximos obtidos por outros autores. Falony et al. (2006) [3], por exemplo,
encontraram seus maximos de produgdo em 0,53 e 0,99 U.mL?, utilizando o fungo Aspergillus
niger. Da mesma forma, Roveda et al. (2010) [9] obtiveram seus maximos em 1,250, 2,042 e 2,250
U utilizando fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium. Entretanto, o extrato enzimatico
utilizado no presente trabalho foi analisado sem nenhum tipo de purificacdo além da centrifugacéo,
e e possivel afirmar que muito provavelmente a enzima obterd um resultado muito melhor se for
purificada.

4. CONCLUSAO

A coleta dos microrganismos foi bem-sucedida, pois a partir das fontes coletadas foram isoladas
12 cepas bacterianas.

O método de determinacdo qualitativa da producéo de lipase também foi eficiente, apontando a
maioria das cepas analisadas como produtoras da enzima e as cepas 3, 4 e 11 como as melhores
produtoras. Além disso, testes qualitativos a partir da fermentacdo em estado sélido demonstraram
gue a cepa 4 se enquadrou melhor na proposta do trabalho.

As andlises de atividade enzimética pelo método da determinagdo espectrofotométrica do p-NP
se mostraram rapidas e eficientes, adequando-se bem ao grande volume de amostras analisadas.

A partir das andlises e do Delineamento Fatorial realizados, foi possivel determinar que, para 24
h de fermentacéo, 20 g.L ™ de dleo de soja, 25 g.L de extrato de levedura e 40% de extrato de farelo
de soja sdo os melhores valores destas varidveis para se utilizar no meio de producéo de lipase a
partir do microrganismo isolado.
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Por fim, o Delineamento Fatorial foi eficiente ao determinar uma faixa de tendéncia para a

melhor produg&o enzimatica com boa confianca estatistica. E possivel afirmar que, depois de passar
por métodos de purificacdo, as enzimas lipases produzidas nesse trabalho podem ser testadas em
experimentos que visem diversificar suas formas de uso e agregar valor aos produtos obtidos.
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