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RESUMO
O uso de enzimas pelas indústrias possibilita o desenvolvimento de processos 

tecnológicos com eficiência similar aos realizados pela natureza, o que faz 

dessa tecnologia um dos campos mais promissores na síntese de compostos 

de alto valor agregado. O presente trabalho teve por objetivo estudar a 

produção de lipase por Burkholderia cepacia utilizando a metodologia 

de superfície de resposta. Foram utilizadas as variáveis concentrações de 

fonte de potássio, magnésio, óleo de soja, água de maceração de milho e 

pH. Foi observado que, dentro das concentrações utilizadas, o potássio, a 

água de maceração de milho e o óleo de soja influenciaram positivamente 

na produção de lipase. O Bioflo III se destacou dentre os biorreatores 

empregados para a produção da enzima, possivelmente devido a melhor 

distribuição dos fenômenos de transferência de massa e movimento, 

alcançando valores de até 2,43 U mL-1 em 120 horas de fermentação.
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ABSTRACT
The use of enzymes on an industrial scale has enabled the development 

of technological processes with an efficiency similar to those made by 

nature, which makes this technology one of the most promising fields in 

new technologies for synthesis of high-added value compounds. This paper 

aimed to study the production of lipase by Burkholderia cepacia using 

the response surface methodology. We used the following variables: 

concentrations of potassium, magnesium, soybean oil, corn steep liquor 

and pH. We observed that, among the used concentrations, potassium, corn 

steep liquor and soybean oil positively influenced the lipase production. 

Bioflo III showed the best performance among the bioreactors used for 

the enzyme production, possibly due to a better distribution of mass and 

movement transfer phenomena, reaching values of up to 2.43 U mL-1 at 

120 hours of fermentation.
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INTRODUÇÃO

Nos últimos anos, tem-se observado rápido desenvolvimento na área 
da Biotecnologia, com o aparecimento de novos processos no âmbito 
industrial envolvendo a utilização micro-organismos e enzimas. 
Embora a utilização de enzimas esteja aumentando rapidamente, ainda 
existe grande campo para expansão. Novas substâncias vão criando 
oportunidades e, em alguns ramos, sua utilização está apenas come-
çando, como é o caso do uso em síntese orgânica (HEUX et al., 2015). 
Dentre os setores de maior aplicação dos processos biotecnológicos, 
destacam-se o alimentício, o químico, o farmacêutico, o energético e 
o ambiental (SCHUMACHER & THUM, 2013). 

A biotecnologia da produção de enzimas parte de duas fontes: 
uma formada por tecidos animais e vegetais, dos quais as substâncias 
podem ser extraídas, purificadas e, posteriormente, utilizadas; a outra 

é composta por aquelas obtidas a partir da extração de meios de cultivo 
microbiológicos desenvolvidos por técnicas fermentativas (HASAN; 
SHAH; HAMEED, 2006). 

O grande interesse na aplicação de enzimas em processos de bio-
catálise é devido à sua capacidade de atuar de forma seletiva em várias 
reações (TSAI, 2014). A biocatálise pode ser importante substituto 
de muitos processos puramente químicos, sendo, por isso, um ramo 
conhecido como “química verde” (SHARMA et al., 2008).

As lipases (triacilglicerol hidrolases EC 3.1.1.3) são responsáveis 
pela catálise de reações que envolvem hidrólise e síntese de éster a 
partir de glicerol e ácidos graxos de cadeias longas, fazendo com que 
sejam consideradas como um importante grupo de biocatalisadores 
(JOCHENS et al., 2011). A sua atuação se dá na interface óleo-água, 
o que as confere potencial de catalisar reações tanto em meio aquoso 
como em meio orgânico.
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O potencial biotecnológico das lipases está relacionado à sua 
alta estabilidade em solventes orgânicos, à ausência de cofatores, 
à ampla especificidade pelo substrato e à alta enantiosseletividade 
(TSAI, 2014).

As lipases bacterianas extracelulares são encontradas em vários 
gêneros, tais como Pseudomonas, Bacillus e Burkholderia (LIEW 
et al., 2015). As lipases oriundas de Burkholderia possuem como 
características: boa estabilidade a alta alcalinidade; estabilidade tér-
mica; tolerância a solventes orgânicos; enantiosselectividade; ati-
vidade enzimática em diferentes pH; e não toxicidade ao ambiente 
(LAU et al., 2011). Outras vantagens são sua boa atividade cata-
lítica em diferentes substratos bem como sua solubilidade parcial 
(SHOW et al., 2013). Devido às propriedades biodegradáveis e 
não tóxicas, as lipases podem ser produzidas com menos maté-
ria-prima e menos geração de resíduos do que outros processos 
(HASAN; SHAH; HAMEED, 2006). Dentre suas aplicações, está o 
uso em: alimentos (KHEADR; VUILLEMARD; EL-DEEB, 2003), 
detergentes (KUMAR; MALIK; TIWARI, 1998), produtos farma-
cêuticos (BONRATH; KARGE; NETSCHER, 2002), papel (HOU; 
SHIMADA 2009), cosméticos (AZIM et al., 2001), indústrias de 
pesticidas (XU et al. 2009), biomédica (LINARES & BALDESSARI 
2013), em biossensores (BAALI et al., 2013) e proteção ambiental 
(JORDAN & MULLEN, 2007).

A lipase de Burkholderia cepacia é uma enzima extracelular que 
pode ser amplamente utilizada para o controle biológico de doenças 
em plantas e a biodegradação de poluentes ambientais. Essa enzima 
possui alta seletividade, estabilidade e tolerância ao álcool. É frequen-
temente usada como biocatalisador em várias biotransformações (LI 
et al., 2013; HU et al., 2012).

Tendo em vista as observações anteriormente mencionadas, o 
presente trabalho teve por objetivo estudar a produção de lipase pro-
duzida por Burkholderia cepacia em diferentes condições de cultivo.

METODOLOGIA

Micro-organismo, manutenção 
e estudo das condições nutricionais
A cepa ATCC 25416 de Burkholderia cepacia foi obtida da Fundação 
André Tosello e mantida em tubo de ensaio com ágar nutriente, com 
pH 6,5 a 4ºC.

Antes que as fermentações fossem conduzidas, o micro-organismo 
foi previamente adaptado em frascos do tipo erlenmeyer de 125 mL, 
com 60 mL de meio composto de extrato de levedura (2 g L-1), peptona 
(5 g L-1) e 3% (v/v) de óleo de soja, durante 72 horas, a 30ºC e 150 rpm 
(BUENO et al., 2014).

Após a etapa de adaptação, 10 mL do inóculo foram transferidos 
para erlenmeyers de 125 mL contendo 60 mL de meio, cuja composição 
variou de acordo com a construção de 3 delineamentos experimen-
tais. No primeiro, foi proposto um delineamento fatorial fracionário 
24-1 (Delineamento 1), com as seguintes variáveis: pH, concentrações 
de KH2PO4, MgSO4.7H2O e óleo de soja (Tabela 1).

Os demais experimentos foram conduzidos a partir de dois deli-
neamentos experimentais fatoriais completos 23, com triplicata no 
ponto central. O Delineamento 2 utiliza as concentrações de água de 
maceração de milho (AMM), KH2PO4 e MgSO4.7H2O como variá-
veis (Tabela 2); já o Delineamento 3, as concentrações de KH2PO4, 
MgSO4.7H2O e óleo de soja (Tabela 3). 

A AMM utilizada nos experimentos foi uma solução concentrada 
MILHOCINAÒ, da empresa Corn Productis Brasil, obtida a partir da 
maceração de grãos de milho, contendo em sua composição química 
carboidratos solúveis, aminoácidos, vitaminas e sais minerais. As fer-
mentações foram conduzidas a 30ºC e 150 rpm em shaker Marconi 
MA 830 durante 96 horas.

Tabela 1 – Níveis de variação utilizados no planejamento experimental 
fracionário 24-1 com triplicata no ponto central para a produção de lipase 
por Burkholderia cepacia.

Variável
Níveis

-1 0 1

KH
2
PO

4
2g/L 3g/L 4g/L

MgSO
4
.7H

2
O 0,1g/L 0,15g/L 0,2g/L

Óleo de soja 5% 7,50% 10%

pH 7,00 7,25 7,50

Tabela 2 – Níveis de variação utilizados no primeiro delineamento 
experimental fatorial 23 com triplicata no ponto central para os 
experimentos de produção de lipase por Burkholderia cepacia.

Variável
Níveis

-1 0 1

AMM (mL
v/v

) 0,55 1,38 2,75

KH
2
PO

4
 (g L-1) 3,00 4,00 5,00

MgSO
4
.7H

2
O (g L-1) 0,10 0,20 0,30

Tabela 3 – Níveis de variação utilizados no segundo delineamento 
experimental fatorial 23 com triplicata no ponto central para os 
experimentos de produção de lipase por Burkholderia cepacia.

Variável
Níveis

-1 0 1

Óleo de soja (mL
v/v

) 1,65 1,38 3,85

KH
2
PO

4
 (g L-1) 3,00 4,00 5,00

MgSO
4
.7H

2
O (g L-1) 0,10 0,20 0,30
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Estudo da produção de 
lipase em diferentes biorreatores
O meio de cultivo base utilizado para este estudo foi mesmo pro-
posto por Bueno et al. (2014): extrato de levedura (2 g L-1), pep-
tona (5 g L-1), KH2PO4 (3,0 g L-1), MgSO4.7H2O (0,2 g L-1) e 5% 
(v/v) de óleo de soja.

Os reatores utilizados para avaliar o efeito na produção de lipase 
de Burkholderia cepacia foram: erlenmeyers de 250 mL com volume 
útil de 150 mL, sem aeração; erlenmeyers de 250 mL, com volume 
útil de 150 mL, agitados em shaker a 150 rpm; erlenmeyers de 
250 mL, com volume útil de 150 mL, com fornecimento de ar; LSL 
biolafitte SA com volume útil de 1.000 mL e sistema de agitação de 
rosca helicoidal; New Brunswick Scientific Bioflo III, com volume 
útil de 1.000 mL e sistema de agitação com turbina de Rushton com 
6 palas planas.

Nos reatores aerados, o fornecimento de ar foi mantido a partir do 
uso de bombas de diafragma, adaptadas a filtros revestidos com lã de 
vidro e rotâmetros para controle de vazão em 1 vvm.

Portanto, diferentes biorreatores foram estudados para possibi-
litar uma diversidade de sistemas de transferência dos fenômenos 
de movimento, energia e massa no volume de controle compreen-
dendo o meio de cultivo e, assim, avaliar a produção da lipase nes-
sas condições.

Extração e atividade da lipase
O meio da fermentação foi centrifugado a 1.372 g unit, durante 15 minu-
tos, visando à obtenção de lipase extracelular. O extrato enzimático 
utilizado para Análise de Atividade Lipolítica foi o sobrenadante pro-
veniente da extração da lipase. Tal procedimento foi desenvolvido de 
acordo com a metodologia descrita por Macêdo, Park e Pastore (1997), 
adequada após algumas modificações. 

A mistura reacional é composta por 5 mL de emulsão de óleo de 
oliva e por solução de goma arábica 7% (proporção de 25:75, respec-
tivamente), além de 2 mL de tampão fosfato 10 mM pH 8,0 e de 1 mL 
de extrato enzimático, mantida sob agitação em shaker a 150 rpm e a 
37ºC durante 30 minutos. 

Os ácidos graxos presentes na emulsão no tempo 0 min (branco) 
e os liberados durante a reação foram titulados com solução de NaOH 
0,05 N. Além disso, uma unidade de atividade de lipase foi definida 
como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 μmol de ácido graxo 
por minuto.

RESULTADOS E DISCUSSÃO
Apesar de a produção de lipase não ter apresentado efeitos significati-
vos, verificou-se que o aumento da concentração de óleo de soja e da 
fonte de potássio influenciou positivamente na produção da enzima; 

porém o efeito contrário foi verificado para a fonte de magnésio e para 
pHs mais elevados. Os resultados podem ser observados nas superfí-
cies de respostas da Figura 1.
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Figura 1 – Superfícies de resposta para a produção de lipase por 
Burkholderia cepacia utilizando planejamento experimental fracionário 
24-1 com triplicata no ponto central. Atividade lipolítica em função da 
concentração de Mg e K (A), concentração de óleo de soja e K (B) e pH e 
concentração de K (C).
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Na Figura 1, verifica-se diminuição da produção de lipase no 
meio fermentativo quando a concentração de magnésio no meio 
de cultivo é mais elevado. Essa observação mostra que, apesar de 
esse nutriente ser um cofator enzimático essencial para o funcio-
namento dos micro-organismos, pode atuar negativamente no seu 
desenvolvimento.

Nesse sentido, alguns autores mencionam que, quando em 
excesso, essa substância provoca interferências na absorção de cál-
cio e potássio, além de atuar na estabilização de ribossomas e mem-
branas (AIRAWA, 1981). Tais observações podem ser associadas aos 
resultados encontrados.

Vários são os estudos envolvendo a utilização de diferentes substra-
tos na produção de lipase, e sua adição ao meio de crescimento é consi-
derada como essencial para fermentação (KANMANI; KUMARESAN; 
ARAVIND, 2015; NEETHU et al., 2015).

Os resultados referentes à fonte de potássio mostram incre-
mento da produção da lipase quando aumentada a sua concentração 
no meio de cultivo. Isso pode ser explicado pelo fato de o potássio 
atuar como regulador osmótico necessário à atividade enzimática 
e à síntese proteica. 

O potássio e o magnésio são compostos de grande importân-
cia para o metabolismo de micro-organismos, pois, dependendo de 
sua concentração, podem atuar favorecendo ou inibindo determi-
nadas rotas metabólicas. Suas concentrações, embora em quantida-
des muito menores que o carbono e o nitrogênio, são requeridas a 
níveis significativos pelos micro-organismos, quando comparados 
aos demais nutrientes. 

O acréscimo na demanda de energia exige que os níveis de magné-
sio estejam adequados, pois a produção de adenosina trifosfato (ATP), 
a partir de carboidratos, lipídeos e proteínas, não é concretizada na falta 
desse nutriente. Considerando que grande parte da energia provém da 
hidrólise de ATP, uma baixa concentração de magnésio pode resultar 
em diminuição do rendimento fermentativo, devido à diminuição da 
produção de energia (AIRAWA, 1981).

Na Tabela 4 são mostrados os efeitos encontrados para os delinea-
mentos experimentais fatoriais completos 23.

A partir dos resultados encontrados, observa-se aumento sig-
nificativo da atividade da lipase. Além disso, a concentração de 
AMM, quando adicionada ao meio de cultivo, apresentou efeito 
positivo de 0,886 vezes na resposta ao passar do nível inferior para 
o superior. Esse mesmo valor foi encontrado para a sua interação 
com KH2PO4.

Comparando o segundo e o terceiro delineamento experimen-
tal, observa-se que o uso de AMM propiciou o aumento significa-
tivo na produção de lipase, alcançando resultados de aproximada-
mente 2,9 U mL-1. Tais valores mostram o potencial de utilização 
desse subproduto na redução dos custos de obtenção de lipase por 
Burkholderia cepacia. Esse aumento na produção provavelmente 
se deu pelo fato de a AMM ser excelente fonte de nutrientes, apre-
sentando em sua composição química os principais aminoácidos e 
nutrientes necessários para o desenvolvimento e o metabolismo de 
vários micro-organismos.

O uso de subprodutos da indústria de alimentos tem sido uma 
oportunidade de substratos de baixo custo para a produção de dife-
rentes biocompostos. Dessa forma, a AMM (por ser um concentrado 
obtido da água de maceração de grãos de milho, contendo em sua 
composição química carboidratos solúveis, aminoácidos, sais mine-
rais e vitaminas) acaba sendo uma promissora fonte de nutrientes em 
processos fermentativos.

As lipases apresentam limitações do uso industrial devido ao seu 
alto custo (RIGO et al., 2010). Por isso, a aplicação de subprodutos 
agroindustriais em bioprocessos se torna interessante, pois, além da 
possibilidade de formular outros meios, também ajuda na resolução 
de problemas de poluição (GRAMINHA et al., 2008).

A análise dos resultados mostra que a concentração de AMM e sua 
interação com concentração de KH2PO4 foram significativas no nível 
de confiança de 90%, com coeficiente de correlação 0,807. Já para os 
experimentos utilizando peptona e extrato de levedura, as variáveis que 
apresentaram efeitos significativos (coeficiente de correlação de 0,920) 
foram as concentrações de KH2PO4 e MgSO4.7H2O.

Nos experimentos em que a AMM foi substituída por concentra-
ções fixas de peptona e extrato de levedura e a concentração de óleo 
de soja oscilou, as variáveis significativas foram as concentrações de 
KH2PO4 e MgSO4.7H2O, apresentando efeito positivo de 0,886 vezes e 
negativo de 0,403 vezes, respectivamente. Esses resultados podem ser 
visualizados nas superfícies de resposta das Figuras 2 e 3. 

Outra observação do presente trabalho é o leve acréscimo da pro-
dução de lipase com o aumento da concentração de óleo de soja no 
meio de cultivo. Os substratos lipídicos participam da síntese de lipases 
atuando como indutores, como é o caso do óleo de soja (RIGO et al., 
2010; AZEREDO et al., 2007).

Tabela 4 – Efeitos encontrados nos Delineamentos 1 e 2 para a produção 
de lipase de Burkholderia cepacia.

Delineamento 1 Delineamento 2

Variáveis Efeito p Variáveis Efeito p

(1) AMM 0,886* 0,063 (1) OS 0,081 0,626

(2) K 0,564 0,179 (2) K 0,886* 0,004

(3) Mg 0,080 0,828 (3) Mg -0,403* 0,058

1 com 2 0,886* 0,063 1 com 2 0,242 0,189

1 com 3 -0,242 0,524 1 com 3 -0,081 0,626

2 com 3 -0,242 0,524 2 com 3 -0,242 0,189

(1): Experimentos com água de maceração de milho (AMM); (2): Experimentos 

com peptona e extrato de levedura; OS: Óleo de soja; K: KH
2
PO

4
; Mg: MgSO

4
.7H

2
O; 

*Efeitos significativos.
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O micro-organismo pode utilizar esse substrato de modo 
sequencial, de modo que, inicialmente, o óleo é hidrolisado 
pelas lipases presentes no inóculo. Em seguida, o micro-orga-
nismo consome o glicerol e, posteriormente, os ácidos graxos 

com a consequente indução da produção significativa de lipase 
(MONTESINOS et al., 1996).

Algumas fontes de carbono, além de apresentar vantagens no que 
diz respeito ao aumento da produção de lipase, sugerem a possibilidade 
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Figura 2 – Superfícies de resposta do delineamento experimental fatorial 
23 com triplicata no ponto central para os experimentos de produção de 
lipase de Burkholderia cepacia utilizando água de maceração de milho 
no meio de cultivo. Atividade lipolítica em função da concentração de 
água de maceração de milho e KH2PO4 (A), MgSO
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Figura 3 – Superfícies de resposta do delineamento experimental 
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de utilizar produtos oleosos de baixo valor agregado, reduzindo, con-
sequentemente, o custo final de produção da enzima.

Messias et al. (2009) estudaram a influência de diferentes 
óleos vegetais e glicerol na produção de lipase por Botryosphaeria. 
Tais valores foram reportados tendo em conta a quantidade de pro-
teína presente, visto que apenas uma parte compreende a parcela 
referente à lipase. Esses resultados foram de até 17,6 U mg-1

proteína 
nos primeiros experimentos. Maldonado et al. (2014), em seu tra-
balho de produção de lipase por Geotrichum sp a 30ºC e 250 rpm, 
chegaram a encontrar valores entre 2 e 16 U mL-1 utilizando meio 
de cultivo com peptona 5.0%p/v, NaNO3 0.1%p/v, MgSO4 0.1%p/v e 
óleo de soja 1.0%p/v.

Outro fator importante nos processos de fermentação é o tipo de 
reator, visto que sua influência na transferência de movimento, calor 
e massa é extremamente significativa. Grande parte dos estudos rela-
cionados a esse assunto mostra a influência da geometria no forneci-
mento do oxigênio, indispensável à atividade microbiana (MERCHUK 
& SIEGEL, 1988).

Dependendo do biorreator, a mistura do meio de cultivo pode 
não ser eficiente, a menos que o fluxo no recipiente seja turbulento. 
Todos os fatores que influenciam a mistura podem ser descritos 
como a combinação de três processos físicos: a distribuição, a dis-
persão e a difusão.

Normalmente, quando se injeta ar nos processos de fermenta-
ção, pode-se diminuir, ou até eliminar, o uso da agitação. As bolhas 
causam a diminuição da densidade aparente do fluido, bem como o 
aumento da sua agitação. No presente trabalho nota-se que somente 
o fornecimento de ar não foi suficiente para alcançar resultados tão 
bons, quando comparado ao emprego conjunto do sistema de aeração 
com agitação de turbina. 

Os perfis de atividade lipolítica nos diferentes reatores (Figura 4) 
mostram que a aeração associada à agitação do meio de cultivo influi 
de forma significativa na produção de lipase. 

O sistema de agitação de turbinas, com seis palas planas (turbina 
Rushton) e aeração distribuída por pequenos orifícios na parte infe-
rior do reator tipo Bioflo, apresentou o melhor desempenho na pro-
dução de lipase. Possivelmente a turbina promoveu a quebra e a dis-
tribuição mais efetiva das bolhas de ar no meio de fermentação. Ao se 
aerar o meio agitado mecanicamente, neste caso pelo uso da turbina 
de Rushton, ocorre a diminuição do diâmetro das bolhas e observa-se 
redução da potência dissipada devido à redução da densidade aparente 
da mistura líquido/bolhas ao redor da turbina.

Bons resultados também foram encontrados nos reatores do tipo 
erlenmeyer com aeração. Já para o reator Biolafit, apesar de dispor 
de sistema de agitação com rosca helicoidal e aeração na parte infe-
rior do reator, não foi eficiente no processo de produção de lipase. 
Esses resultados podem ser explicados pela possível diminuição do 
tempo de residência do ar no meio de fermentação, afetando a absor-
ção do oxigênio pelo micro-organismo. Os reatores do tipo erlenme-
yer sem aeração também não apresentaram bons resultados devido 
à pequena área superficial, responsável pela incorporação do ar no 
meio de fermentação.

Os resultados encontrados demonstram que, possivelmente, o O2 
é limitante para a produção de lipase. Nesse sentido, é essencial o 
conhecimento sobre a influência da agitação e da aeração, pois elas 
podem influenciar nas características de crescimento e fisiológicas dos 
micro-organismos, além de auxiliar na escolha do sistema mais ade-
quado (VALENCIA et al., 2014). A agitação pode afetar positivamente 
o andamento do processo, por favorecer a transferência dos nutrien-
tes do meio para as células, influindo diretamente no andamento do 
processo (TIAN et al., 2015).

Outro aspecto relevante é a geometria dos reatores nos proces-
sos fermentativos, pois essa variável afeta significativamente o for-
necimento de oxigênio à atividade microbiana (HABERMACHER 
et al., 2015). 

Portanto, a escolha de tipo de reator também é importante devido 
à eficiente distribuição de gases, aumentando seu tempo de residência 
no meio e resultando, consequentemente, na diminuição significativa 
dos custos operacionais (ARJUNWADKAR et al., 1998).

CONCLUSÃO
A produção de lipase por Burkholderia cepacia foi influenciada positi-
vamente quando foram acrescidos ao meio de fermentação os seguintes 
nutrientes: fonte de potássio, óleo de soja e água de maceração de milho. 
Dessa forma, a atividade lipolítica pode alcançar, aproximadamente, 
2,9 U mL-1. Entretanto, a adição de MgSO4.7H2O influenciou negati-
vamente na produção de lipase. Por fim, o fermentador tipo Bioflo III 
foi o mais eficiente dentre os modelos avaliados: apresentou atividade 
lipolítica de 2,43 U mL-1 em 120 horas de fermentação.
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