
Artigos

309Exacta, São Paulo, v. 9, n. 3, p. 309-316, 2011.

DOI: 10.5585/Exacta.v9i3.3037

Ladiel Luiz Pedrozo Tavares
Mestrado em Desenvolvimento de Processos Ambientais – 

Universidade Católica de Pernambuco – UNICAP.
Recife, PE [Brasil]

ladiell@hotmail.com

Aline Elesbão do Nascimento
Professora Adjunta II – Curso de Licenciatura em Ciências 

Biológicas e Pesquisadora do Núcleo de Pesquisas em 
Ciências Ambientais (NPCIAMB) – Universidade Católica de 

Pernambuco – UNICAP.
Recife, PE [Brasil]
elesbao@unicap.br

Kaoru Okada
Professora Adjunta II - Curso de Licenciatura em Ciências 

Biológicas e Pesquisadora do Núcleo de Pesquisas em 
Ciências Ambientais (NPCIAMB) – Universidade Católica de 

Pernambuco – UNICAP.
kao@unicap.br

Carlos Alberto Alves da Silva
Professor Adjunto II – cursos de Engenharias Ambiental e 

Química e Pesquisador do Núcleo de Pesquisas em Ciências 
Ambientais (NPCIAMB) – Universidade Católica de 

Pernambuco – UNICAP.
Recife, PE [Brasil]
calves@unicap.br

Seleção de diferentes meios para produção de 
lipase a partir de Bacillis licheniformis (UCP 1014) 

Selection of different media for production of lipase  
from Bacillus licheniformis (UCP 1014)

Resumo 

A elaboração de meios de cultura alternativos para a produção de enzimas 
microbianas têm sido bastante explorada nas últimas décadas. As lipases 
microbianas são enzimas extracelulares produzidas em processos fermen-
tativos, o que favorece sua extração, isolamento e purificação. Bacillus 
são bactérias Gram-positivas, saprófitas, de grande importância em vários 
setores industriais. Neste trabalho, foram testados três meios de produção 
utilizando o B. licheniformis (UCP 1014), denominados de meios A, B e C. 
A cinética de produção da enzima ocorreu em shaker orbital a 150 rpm, 37 
°C, durante 96 horas. As amostras coletadas foram submetidas à construção 
da curva de crescimento, determinação do pH e da atividade lipolítica. Os 
resultados indicaram um melhor crescimento no meio C apresentando uma 
atividade de 256 U/mL, enquanto que os meios A e B apresentaram valores 
de 170 e 153 U/mL, respectivamente. Os resultados demonstraram que o 
meio C apresentou maior produção enzimática nos ensaios realizados.

Palavras-chave: Bacillus licheniformis. Lipase. Produção enzimática.

Abstract

Development of alternative culture media for microbial enzyme production 
have been widely exploited in recent decades. The microbial lipases are 
extracellular enzymes produced in fermentation processes, which favors its 
extraction, isolation and purification. Bacillus are Gram-positive bacteria, 
saprophytes, of great importance in various industrial sectors. In this study, 
we tested three methods of production using B. licheniformis (UCP 1014) 
media called A, B and C. The kinetics of enzyme production occurred in 
orbital shaker at 150 rpm, 37 °C, for 96 hours. The collected samples were 
subjected to the construction of the growth curve, determination of pH and 
lipolytic activity. The results indicated a better growth in the middle C show-
ing an activity of 256 U/mL, while the means A and B had values ​​of 170 
and 153 U/mL, respectively. The results showed that the middle C presented 
higher enzyme production in the tests.

Key words: Bacillus licheniformis. Enzyme production. Lipase. 



310 Exacta, São Paulo, v. 9, n. 3, p. 309-316, 2011.

Seleção de diferentes meios para produção de lipase a partir de Bacillis licheniformis (UCP 1014)

1	 Introdução

As enzimas de fontes microbianas recebem 

uma particular atenção no mercado mundial de 

bioprodutos devido a sua atual e potencial aplica-

ção na indústria, principalmente na de detergen-

tes, óleos e gorduras, fábrica de laticínios e nas 

indústrias farmacêuticas. As principais utilizações 

das lipases industriais são em aditivos para lava-

gem, detergentes, indústrias alimentícias (prepa-

ração de substitutos do chocolate amargo e pro-

dução de sabores especiais). Além disso, tem sido 

bastante utilizada na fabricação de cosméticos 

(bronzeamento), em tratamentos de esgotos, e em 

diversas reações de transesterificação de triglice-

rídeos (PATEL, 2002; PIZARRO; PARK, 2003; 

CASTRO et al., 2004; HASAN et al., 2006; 

TREICHEL et al., 2010).

As lipases (E.C.3.1.1.3, triacilglicerol acilhi-

drolases) são enzimas que ocupam um lugar de 

destaque entre os biocatalisadores, e têm muitas 

aplicações, motivo esse que faz crescer significa-

tivamente sua participação no mercado mundial 

de enzimas industriais. Futuramente, essa classe 

enzimática terá importância industrial e comer-

cial comparável às das peptidases, cuja venda 

entre as enzimas industriais, alcança de 25% 

a 40% (SAXENA, et al., 2003; HASAN et al., 

2006; FREIRE; CASTILHO, 2008; CAI et al., 

2009; BARROS, FLEURI, MACEDO, 2010; 

GHASEMI et al., 2011). 

O potencial biotecnológico das lipases está 

relacionado ao fato de que essas enzimas catalisam 

não apenas as reações de hidrólise, mas também 

as reações de esterificação e transesterificação, e 

mantêm sua estrutura química e atividade em dife-

rentes solventes orgânicos, e, muitas vezes, não re-

querem a presença de cofatores, catalisam diversas 

reações em baixa temperatura e pressão, possuem 

uma larga especificidade pelo substrato e exibem 

alta enantiosseletividade (ELIBOL; 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., 2010; REIS 

et al., 2009; AÇIKEL, et al., 2010.

As lipases podem ser comumente encontra-

das na natureza e são obtidas a partir de fontes 

animais, vegetais e microbianas. Numerosas espé-

cies de bactérias, leveduras e fungos filamentosos 

são produtoras dessas enzimas. (CASTRO et al., 

2004; CIHANGIR; SARIKAYA, 2004; COLEN, 

2006; HASAN et al., 2006; VARGAS et al., 2008; 

CONTESINI et al., 2010; AÇIKEL et al., 2010.

A produção das lipases de origem microbiana 

apresenta uma série de vantagens que as de ori-

gem vegetal e animal. Tal fato pode ser justifica-

do pela enorme variedade de micro-organismos 

existentes, também através da possibilidade de 

manipulação genética desses organismos e pelo 

rápido crescimento dos micro-organismos na 

formulação de meios alternativos de baixo cus-

to (BORNSCHEUER, 2002; SCHALLMEY et 

al., 2004;COLEN, 2006; HASAN et al., 2006; 

ZHAO et al., 2010).

O gênero Bacillus é atualmente considerado 

como um dos maiores produtores de substâncias 

biotecnológicas, apresentando diversas espécies 

encontradas na natureza, e algumas como par-

ticipantes 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; 

ADRIO, 2008; DUTTA; RAY, 2009; SHARIFF 

et al., 2011).

Dentre as várias espécies de Bacillus adequa-

das para a produção de endósporos e enzimas, 

destaca-se o B. licheniformis, uma bactéria não 

patogênica, amplamente distribuída na natureza, 

encontrada principalmente associada em plantas 

e no solo, e em materiais próximos a esse local, 

pela alta resistência de seus endósporos que são 

disseminados com a poeira para diversos locais 
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(CASULA; CUTTING, 2002; VEITH et al., 

2004; SELVA MOHAN et al., 2008; RIAZ et al., 

2010; MOHAMMAD SADEGHI et al., 2010).

Neste estudo, objetivo-se verificar a seleção 

e a produção de lipase por Bacillus licheniformis 

(UCP 1014) em diferentes meios selecionados. 

2	 Material e métodos

2.1	 Micro-organismo
Foi utilizado Bacillus licheniformis (UCP 

1014), isolado de uma região contaminada por pe-

tróleo 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 10 g; Extrato de carne 

3,0 g; NaCl 5,0 g; Agar 20,0 g (pH 7,0). 

2.2	 Seleção de meios de 
produção de lipase
Foram testados três meios de produção de li-

pase, denominados: meio de produção A (g.L-1): 

peptona 5,0 g, NaNO3 0,5 g, MgSO4 0,1 g, óleo 

de soja* 10 mL, água destilada 1000 mL (pH 6,5); 

meio de produção B (g.L-1): peptona 10 g, NaCl 

0,5 g, CaCl2. 2H2O 0,01 g, Tween 20* 10 mL, 

água destilada 1000 mL (pH 6,0) e meio de pro-

dução C (g.L-1): glicose 10 g, extrato de levedura 

5 g, peptona 20 g, NaNO3 0,1 g, KH2PO4 0,1 g, 

MgSO4. 7H2O 0,5g, óleo de oliva* 10 mL, água 

destilada 1000 mL (pH 6,5). 

*O óleo de soja, Tween 20 e óleo de oliva 

foram esterilizados por vapor fluente.

2.3	 Pré-inóculo 
A amostra de B. licheniformis, mantida no 

meio Ágar Nutritivo (AN), foi transferida para 

Erlenmeyers de 1000 mL de capacidade, contendo 

450 mL de meio caldo nutritivo, 37 °C, 150 rpm, 

durante aproximadamente 12 horas.

2.4	 Curva de crescimento
Após o período de crescimento do pré-inócu-

lo, foram transferidos 10% de volume com a cul-

tura crescida para os meios de produção denomi-

nados 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 96 horas. Todos os 

experimentos foram realizados em triplicata. As 

amostras coletadas a cada 4 horas durante os en-

saios de produção foram submetidas à determina-

ção do pH e à da curva de crescimento dos micro-

organismos em diferentes meios de produção.

2.5	 Detecção da atividade 
lipolítica
Ao término dos ensaios de produção, todas 

as amostras foram centrifugadas e nos sobre-

nadantes foi determinada a atividade lipolíti-

ca pela metodologia descrita por Soares et al. 

(1999). O substrato contendo óleo de oliva foi 

emulsionado com goma arábica (7%) na propor-

ção de 50:50. A reação enzimática foi realizada 

por meio 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 37 oC em banho termostático, por 

5 minutos, agitação constante (82 rpm). A re-

ação 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, utilizan-

do-se fenolftaleína como indicador. Uma unida-

de de atividade é definida como a quantidade de 

enzima que libera em 1 μmol de ácido graxo por 

minuto de reação, nas condições do ensaio. As 

atividades foram expressas em U/mL, sendo 1 

U/mL = 1 μmoles/mL. min. 
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2.6	 Cálculo da atividade 
enzimática
A atividade enzimática de lipase foi calculada 

por meio da Equação 1, a seguir, apresentada em 

Soares, et al. (1999).

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

t · Vc

(1)

em que: 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 amos-

tra 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).

3	 Resultados e discussão

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 com 

os três meios de produção.

Verifica-se um melhor crescimento de B. liche-

niformis no meio denominado C, que apresenta em 

sua composição glicose e óleo de oliva como indutor. 

Esse meio apresentou valores de crescimento rápido 

até 24 horas de incubação, atingido seu auge numa 

fase estacionária entre 56 e 64 horas, posterior-

mente, 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 decrés-

cimo lento nos valores até o final da fermentação. 

Já o meio A, contendo óleo de soja, o crescimento 

ocorreu de forma lenta e tardia até 40 horas da incu-

bação, atingindo seu auge a partir de 72 horas.

A determinação do pH das diferentes amostras 

coletadas está 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 au-

mento brusco dos valores atingindo a neutralidade. 

Os resultados mostram que os valores de pH do 

meio C (variando entre 5,8 e 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. Esse fato foi 

evidenciado na curva de pH do meio C, contendo 

glicose como principal fonte de carbono. Banerjee 

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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et al. (1985); Selva Mohan et al. (2008) relataram 

que alguns micro-organismos apresentam ativi-

dades mais elevadas, quando cultivadas em meio 

contendo glicose. 

O pH inicial do meio de crescimento é im-

portante para a produção de lipase (RATHI et al., 

2001). Já Ertugrul et al. (2007) referiram que a 

utilização de meios com um pH inicial moderada-

mente ácido (6,0 – 6,5), e 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 produ-

ção de lipase bacteriana, variam entre 6,5 e 8,5. 

Diversos autores relatam que o pH neutro é geral-

mente definido como ótimo para a atividade lipo-

lítica (KAMINI et al., 1998; ABBAS et al., 2002); 

FADILOGLU; ERKMEN, 2002; BURKERT, 

2004; TAN et al., 2004). 

Utilizando a metodologia de Soares et al. 

(1999), avaliou-se a atividade lipolítica dos meios 

utilizados (Tabela 1 e 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, en-

quanto o B apresentou uma atividade de 153 (U/

mL) com 84 horas, pH 8,0. Feitosa (2009) em seu 

trabalho com bactéria isolada de solo com históri-

co de contato com petróleo obteve uma atividade 

lipolítica máxima de 4617 U/mL, a 37 ºC, no pH 

7,0, em 120 h de fermentação. 

Kanwar et al. (2002) alcançaram uma ativi-

dade lipolítica de 25 U/mL, a 34 ºC e pH 8,0, uti-

lizando como fonte de enzimas lipolíticas, a bacté-

ria Pseudomonas G6, isoladas de solo 

contaminado com petróleo.

Após a 56a hora houve um decréscimo na ati-

vidade enzimática do meio C. Segundo Sanchez e 

Demain (2002), a redução na produção de lipase, 

após o longo período de fermentação, pode ser devi-

do à inativação da enzima por proteases extracelula-

res, o que é observado para outros micro-organismos 

produtores de lipase. Esse fato pode ser decorrente 

da secreção de proteínas no fim da fase logarítmica, 

investigado no trabalho de Dheeman et al. (2010), 

levando assim a uma diminuição na atividade da lí-

pase produzida pelo micro-organismo. 

Um dos fatores mais importantes para a ex-

pressão da atividade da lipase é a fonte de carbono, 

porque lipases são enzimas induzíveis e elas geral-

mente 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 et al., 

1991 WANG et al., 1995; SHAFEI; ELSALAM-

ABD, 2005; ARAVINDAN et al., 2007). 

Tabela 1: Atividade lipolítica do Bacillus 
licheniformis (UCP 1014) detectada nos 
meios A, B e C 

Tempo  
(h)

Meio A  
(U/mL)

Meio B  
(U/mL)

Meio C  
(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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De acordo com Dheeman, Frias e Henehan 

(2010), o aumento da produção de lipase, pode 

estar relacionado com a quantidade de ácidos gra-

xos poli-insaturados presente nos óleos naturais, 

em que o óleo de oliva, utilizado no meio C, apre-

senta 71% de ácido oleico e 10% de ácido linolei-

co. Para Zhen-qian e Chun-yun (2009), o óleo de 

oliva contém 89% de ácidos graxos insaturados, e, 

em seus estudos, relataram o aumento de 4,07% 

na atividade da lipase na presença do mesmo óleo.

Os experimentos realizados com o meio C, 

que continha em sua composição óleo de oliva a 

1% (v/v), influenciaram uma maior produção de 

lípase, quando comparado aos meios A e B testa-

dos. Adinarayana et al. (2004) descreveram que a 

incorporação desse mesmo óleo, e na mesma pro-

porção na composição do meio utilizado, resultou 

em uma produção da lipase mais elevada. 

Entre as fontes de nitrogênio, o extrato de le-

vedura, também presente no meio C, demonstra 

ser um substrato adequado para produção de li-

pases e esterases. Kim et al.(1994), em seus traba-

lhos, obtiveram tal produção, utilizando extrato 

de levedura como fonte de nitrogênio. Mahanta 

et al. (2008) concluíram que a presença de fontes 

de nitrogênio no meio podem contribuir para uma 

melhor produção de lipase microbiana, em ensaios 

envolvendo meios contendo torta de Jatropha cur-

cas (pinhão manso) por Pseudomonas aerugino-

sa, suplementados com NaNO3.

Outro fator que pode ter induzido uma maior 

atividade lipolítica no meio C foi provavelmente a 

presença de sais de potássio e magnésio. Castiglioni 

(2009) descreveu que o potássio e o magnésio são 

compostos de grande importância para o metabo-

lismo de micro-organismos, pois dependendo de 

sua concentração podem atuar favorecendo ou ini-

bindo determinadas rotas metabólicas. Já Airawa 

(1981) relatou que a presença do magnésio na 

composição de meios de produção é essencial, pois 

ele é um cofator enzimático essencial para o cres-

cimento dos micro-organismos, mas sua presença 

em excesso pode provocar algumas interferências 

na absorção de cálcio e potássio. Esse íon também 

atua na estabilização de ribossomas e membranas, 

já o potássio atua como regulador osmótico neces-

sário à atividade enzimática e à síntese proteica, 

sendo também um nutriente essencial ao metabo-

lismo microbiano.

Todos os ensaios de produção da lipase por 

Bacillus licheniformis (UCP 1014) foram conduzi-

dos na temperatura de 37 0C, pois a temperatura 

de produção é um dos fatores considerados essen-

ciais para produzir enzimas. Esse dado é ratifica-

do nos trabalhos de Walavalkar e Bapat (2002), no 

qual micro-organismos utilizados nos ensaios fo-

ram isolados e apresentaram uma maior atividade 

da enzima a 37 °C, quando comparados a outros 

micro-organismos isolados e testados nas tempe-

raturas de 27 °C e 47 °C. Para Burkert (2003), a 

temperatura de 37 ºC é definida como ótima para 

a produção de enzimas lipolíticas por Geotrichum 

candidum NRRL-Y552, no seu estudo para a oti-

mização da produção de lipases.

4	 Conclusões

Diante dos resultados obtidos, foi possível 

concluir que

•	 O Bacillus licheniformis possui capacidade 

para produção de lipase, utilizando diferentes 

meios de produção, constituindo-se assim uma 

alternativa promissora para os estudos relacio-

nados à produção de lípases microbianas. 

•	 A implementação na composição dos meios 

de óleos naturais, como o óleo de soja e o de 

oliva, aumentam a atividade da produção de 

lípase no micro-organismo testado.

•	 O óleo de oliva, utilizado como fonte de car-

bono no meio C, impulsionou a produção de 
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lípase pelo micro-organismo, favorecendo 

assim uma melhor produção lipolítica, e se 

tornando uma alternativa viável para a pro-

dução de substâncias de interesse econômico.
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