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RESUMO 

 

 

MASCARENHAS DINIZ, Marianne. Produção e imobilização simultâneas de Lipase 

utilizando Resíduo de Semente de Romã. Rio de Janeiro, 2023. Trabalho de Conclusão de Curso 

(Graduação em Engenharia de Alimentos) - Escola de Química, Universidade Federal do Rio 

de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023. 

 

 

O Resíduo da Semente de Romã (RSR) foi utilizado em uma nova estratégia para a produção 

simultânea de lipase Yarrowia lipolytica por fermentação submersa e sua imobilização por 

adsorção física. Este biocatalisador - o resíduo sólido fermentado contendo a lipase adsorvida 

(fermRSR) - foi avaliado em reações de hidrólise e na síntese de lipídios estruturados. Em 

frascos agitados, extrato de levedura e ureia foram as melhores fontes de nitrogênio para 

produção de lipase com RSR e seu uso simultâneo aumentou ainda mais a produção de lipase. 

Esse resultado foi confirmado em biorreator de 3,5 litros, com atividade de lipase em meio 

extracelular de 40 U/mL. Uma taxa de reação máxima (Vmax) de 49,5 µmol/min/g, uma 

constante de Michaelis-Menten (Km) de 207 µmol/L e um número de renovação (Kcat) de 130 

s-1 foram determinados para o novo biocatalisador, fermRSR, para a hidrólise de p-nitrofenil 

laurato (p-NPL) em p-nitrofenol. A conversão de p-NPL em p-nitrofenol em reações 

subsequentes confirmou o potencial do fermRSR para reações hidrolíticas industriais. A 

produção de lipídeos estruturados a partir de óleo vegetal e ácidos graxos livres pelo fermRSR 

evidencia a versatilidade deste novo biocatalisador. 

Palavras-chave: Produção de lipase. Imobilização natural. Resíduos agroindustriais. 

Biocatalisador. 

  



 

ABSTRACT 

 

 

MASCARENHAS DINIZ, Marianne. Produção e imobilização simultâneas de Lipase 

utilizando Resíduo de Semente de Romã. Rio de Janeiro, 2023. Trabalho de Conclusão de 

Curso (Graduação em Engenharia de Alimentos) - Escola de Química, Universidade Federal do 

Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023. 

 

 

Pomegranate-seed residue (PSR) was used in a new strategy for the simultaneous production 

of Yarrowia lipolytica lipase by submerged fermentation and its immobilization by adsorption. 

This biocatalyst - the fermented solid residue containing the adsorbed lipase (fermPSR) - was 

evaluated in hydrolysis reactions and in structured lipid synthesis. In shake flasks, yeast extract 

and urea were the best nitrogen sources for lipase production with PSR and their simultaneous 

use increased the lipase production even further. This result was confirmed in a 3.5-liter 

bioreactor, with lipase activity in an extracellular medium of 40 U/mL. A maximum reaction 

rate (Vmax) of 49.5 µmol/min/g, a Michaelis–Menten constant (Km) of 207 µmol/L, and a 

turnover number (Kcat) of 130 s-1 were determined for the new biocatalyst, fermPSR, for the 

hydrolysis of p-nitrophenyl laurate (p-NPL) into p-nitrophenol. The conversion of p-NPL into 

p-nitrophenol in subsequent reactions confirmed fermPSR’s potential for industrial hydrolytic 

reactions. The production of structured lipids from vegetable oil and free fatty acids by 

fermPSR evidences the versatility of this new biocatalyst. 

Keywords: Lipase production. Natural immobilization. Agroindustrial residues. Biocatalyst. 

  



 

LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

 

Figura 1 – Esquema reacional da hidrólise e síntese de uma molécula de triacilglicerol 

catalisada por lipases .............................................................................................................. 17 

Figura 2 – Morfologia de Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 em meio YPD (extrato de 

levedura, peptona e glicose): Forma em pseudohífas (a) e leveduriforme (b). ................. 19 

Figura 3 – Estrutura da romã ............................................................................................... 22 

Figura 4 – Técnicas de imobilização enzimática. ................................................................. 24 

Figura 5 – RSR após extração do óleo (a) e triturado para utilização em fermentações (b).

 .................................................................................................................................................. 31 

Figura 6 – Perfil cinético da atividade da lipase extracelular durante cultivo submerso de 

Yarrowia lipolytica em frascos Erlenmeyer com resíduo de semente de romã (RSR) com 

e sem suplementação de fontes de nitrogênio ....................................................................... 32 

Figura 7 - Perfil cinético da atividade da lipase extracelular durante cultivo submerso de 

Yarrowia lipolytica em frascos Erlenmeyer com resíduo de semente de romã (RSR) 

utilizando melhores fontes de nitrogênio (ureia e extrato de levedura) e suas combinações.

 .................................................................................................................................................. 33 

Figura 8 – Superfície de resposta do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 

para produção de lipase extracelular por Y. lipolytica cultivada em frasco Erlenmeyer 

por 16 h com RSR suplementado com extrato de levedura e ureia. .................................. 36 

Figura 9 – Perfil cinético da atividade da lipase extracelular durante cultivo submerso de 

Yarrowia lipolytica em biorreator de 3,5 litros com RSR com extrato de levedura (3 g/L) 

e ureia (0,1 g/L) ....................................................................................................................... 37 

Figura 10 - Reutilização de fermRSR em reação de hidrólise com laurato de p-nitrofenila. 

A atividade enzimática do primeiro ciclo foi ajustada para 100%. ................................... 40 

Figura 11 - Teste de dessorção do fermRSR em tampão fosfato a 37 °C com agitação 

magnética de 500 rpm. ........................................................................................................... 41 

  



 

LISTA DE TABELAS 

Tabela 1 – Resumo das aplicações industriais das lipases .................................................. 17 

Tabela 2 - Estudos de romã relacionados à saúde em humanos ........................................ 21 

Tabela 3 - Níveis e variáveis analisadas no Delineamento Composto Central Rotacional 

para avaliação das concentrações ideais das melhores fontes de nitrogênio para produção 

de lipase. .................................................................................................................................. 26 

Tabela 4 - Composição centesimal do resíduo de semente de romã (RSR). ...................... 31 

Tabela 5- Matriz de execuções experimentais para o Delineamento Composto Central 

rotacional para produção de lipase por Yarrowia lipolytica cultivada em frascos 

Erlenmeyer por 16 h em resíduo de semente de romã (RSR) suplementado com extrato de 

levedura e ureia. ...................................................................................................................... 34 

Tabela 6 - Análise de variância (ANOVA) para o delineamento composto central 

rotacional para produção de lipase extracelular por Y. lipolytica cultivada em frasco 

Erlenmeyer por 16 h com resíduo de semente de romã (RSR) suplementado com extrato 

de levedura e ureia .................................................................................................................. 35 

Tabela 7 - Parâmetros cinéticos e termodinâmicos para a lipase imobilizada (fermRSR 

liofilizada). ............................................................................................................................... 38 

  



 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

FDA  Food and Drug Administration 

GRAS  Generally Regarded As Safe 

RSR  Resíduo da Semente de Romã 

p-NPL  p-nitrofenil laurato 

DCCR  Delineamento Composto Central Rotacional 

C  Ponto Central 

fermRSR Resíduo De Semente De Romã Fermentado 

Vmax  Taxa máxima de reação 

Km  Constante de Michaelis-Menten 

Kcat  Número de rotatividade 

ΔGE–S   Energia livre de ligação do substrato 

ΔGE–T   Energia livre de ligação do estado de transição 

T   Temperatura experimental 

R  Constante universal dos gases 

TAG  Triacilglicerol 

LE  Lipídios Estruturados 

CG  Cromatografia Gasosa 

FID  Detector de ionização de chama 

FAMEs Ésteres metílicos de ácidos graxos 

ANOVA  Análise de Variância Univariada  

Teste F  Teste estatístico de Fisher 

GL   Graus de liberdade 

SQ   Soma de quadrados 

QM   Quadrado Médio 

L  Termo Linear 

R2  Coeficiente de determinação 

F  Teste para comparação da variância do modelo com a variância residual (erro) 

AL   Atividade Lipásica 

Et   Concentração de proteína 

 

 

  



 

LISTA DE SÍMBOLOS 

𝑅𝑅 Constante dos gases ideais (J mol-1K-1) 

p/v Peso/volume 

mL  Mililitro 

g/L Grama/Litro 

rpm Rotação por minuto 

Q Vazão (L.min-1) 

g Aceleração centrífuga 

M Concentração Molar 

Et  Concentração de proteína (µmol/mL) 

min Minuto 

s Segundo 

h Hora 

mg miligrama 

°C Temperatura – Graus Celsius 

nm Nanômetros 

 

  



 

SUMÁRIO 

 

1 INTRODUÇÃO ................................................................................................................... 14 

2 OBJETIVO .......................................................................................................................... 16 

2.1 OBJETIVO GERAL ........................................................................................................... 16 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS ............................................................................................. 16 

3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA ........................................................................................... 17 

3.1 LIPASE ............................................................................................................................... 17 

3.2 YARROWIA LIPOLYTICA .................................................................................................. 18 

3.3 RESÍDUOS AGROINDUSTRIAIS PARA PRODUÇÃO DE LIPASE ............................ 19 

3.4 IMOBILIZAÇÃO NATURAL DE LIPASE ...................................................................... 23 

4 MATERIAIS E MÉTODOS ............................................................................................... 25 

4.1 MATERIAIS ...................................................................................................................... 25 

4.2 CARACTERIZAÇÃO FÍSICO-QUÍMICA DO RSR ........................................................ 25 

4.3 PRODUÇÃO DE LIPASE ................................................................................................. 25 

4.3.1 Preparação de cepa e pré-inóculo ................................................................................ 25 

4.3.2 Produção de Lipase em Frascos Erlenmeyer ............................................................... 25 

4.3.3 Produção de Lipase em Biorreator .............................................................................. 26 

4.4 CARACTERIZAÇÃO DE RESÍDUO DE SEMENTE DE ROMÃ FERMENTADO 

LIOFILIZADO (fermRSR) ...................................................................................................... 27 

4.4.1 Caracterização físico-química de fermRSR liofilizado .............................................. 27 

4.4.2 Parâmetros cinéticos do fermRSR liofilizado ............................................................. 27 

4.4.3 Reações de hidrólise e síntese utilizando fermRSR liofilizado como biocatalisador

 .................................................................................................................................................. 28 

4.5 REUTILIZAÇÃO DE fermRSR LIOFILIZADO EM REAÇÕES DE BIOCATÁLISE... 28 

4.6 PROCEDIMENTOS ANALÍTICOS .................................................................................. 29 

4.6.1 Concentração celular ..................................................................................................... 29 

4.6.2 Atividade Lipolítica ....................................................................................................... 29 

4.6.3 Determinação da composição de ácidos graxos por cromatografia gasosa (CG) .... 29 

4.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA ................................................................................................. 30 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO ........................................................................................ 31 

5.1 COMPOSIÇÃO CENTESIMAL DO RESÍDUO DE SEMENTE DE ROMÃ (RSR) ...... 31 

5.2 PRODUÇÃO DE LIPASE COM RESÍDUO DE SEMENTE DE ROMÃ ........................ 32 



 

5.3 RESÍDUO DE SEMENTES DE ROMÃ FERMENTADO (fermRSR) COMO 

BIOCATALISADOR ............................................................................................................... 37 

5.4 REAÇÕES DE HIDRÓLISE E SÍNTESE COM fermRSR LIOFILIZADO ..................... 39 

5.5 REUTILIZAÇÃO DE fermRSR LIOFILIZADO EM HIDRÓLISE ................................. 40 

6 CONCLUSÕES .................................................................................................................... 42 

7 PUBLICAÇÕES RESULTANTES DO PRESENTE TRABALHO ............................... 43 

8 REFERÊNCIAS .................................................................................................................. 44 

 

  



14 
 

1 INTRODUÇÃO 

A romã (Punica granatum L.) é uma espécie de planta frutífera cultivada em diversas 

regiões do mundo, incluindo a África tropical, América do Sul e Europa. Durante o seu 

processamento, são produzidos cerca de 60% dos resíduos, incluindo as sementes (10%) 

(Aviram et al., 2000). Essas sementes contêm 12 a 20% de óleo (Lansky & Newman, 2007; 

Elfalleh et al., 2011; Fernandes et al., 2015), com um perfil único de ácidos graxos, 

especialmente o ácido punícico, que representa 70 a 76% dos ácidos graxos totais. Os ácidos 

graxos insaturados, como os ácidos oleico e linoleico, também contribuem para esse perfil 

(Viladomiu et al., 2013).  

Considerando a importância da composição rica em ácidos graxos do óleo de romã para 

a saúde humana, muitos estudos se concentraram em sua extração (Goula, 2013; Durdevic et 

al., 2017). No entanto, alguns desses compostos ainda permanecem no sólido residual, que pode 

ser usado como matéria-prima para o crescimento microbiano e para a obtenção de produtos de 

alto valor (Laufenberg et al., 2003). 

Embora os resíduos agroindustriais sejam ricos em nutrientes, como mencionado, 

muitos desses apresentam deficiências de alguns elementos, na maioria das vezes cruciais para 

o crescimento dos microrganismos, como é o caso do nitrogênio. Desse modo, de forma a estar 

explorando o máximo potencial dos resíduos agroindustriais, como matérias-primas 

alternativas para o cultivo de microrganismos, vários estudos têm reportado a utilização de 

fontes orgânicas e inorgânicas de nitrogênio em conjunto com estes para aumentar a 

produtividade dos produtos de interesse (Nunes et al., 2021). Dentre esses produtos, as lipases 

têm recebido grande atenção (Pereira et al., 2019). 

As lipases podem catalisar a hidrólise de triglicerídeos e, em baixas quantidades de água, 

também podem catalisar a síntese de vários ésteres (Treichel et al., 2010; Gupta et al., 2004). 

Essas enzimas podem ser produzidas em processos fermentativos por diversos microrganismos, 

como a levedura Yarrowia lipolytica. Esta espécie não é patogênica e, portanto, produtos GRAS 

(Generally Recognized as Safe) podem ser obtidos a partir de seu metabolismo (Liu et al., 

2015). 

As lipases podem ser utilizadas na forma livre ou imobilizada. Esta última forma é 

preferível devido a várias vantagens, como maior estabilidade da enzima e potencial de 

reutilização, o que reduz o custo do processo enzimático (Pereira et al., 2019; Aguieiras et al., 

2014). Uma abordagem interessante para a imobilização é a adsorção espontânea de enzimas 

em resíduos sólidos durante o processo de fermentação, que tem sido relatada nos últimos anos 
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com resultados promissores (Pereira et al., 2019; Aguieiras et al., 2014; Todeschini et al., 2016; 

Aguieiras et al., 2019). Os resíduos sólidos do meio de cultura também funcionam como 

suportes que mantêm a enzima adsorvida (Aguieiras et al., 2014). Assim, durante a fermentação 

de resíduos agroindustriais por fermentação submersa, dois produtos com valor agregado são 

obtidos com esta nova estratégia, o extrato enzimático bruto (enzima livre) e o sólido 

fermentado contendo a enzima adsorvida (enzima imobilizada), que muitas vezes é descartado 

após a fermentação. 

Dessa forma, a produção e a imobilização de lipase de Yarrowia lipolytica utilizando 

resíduo agroindustrial destaca-se como uma estratégia abrangente e sustentável, reforçando não 

apenas a produção eficiente de enzimas, mas também a integração responsável e ecológica 

desses processos inovadores na indústria de biotecnologia.  
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2 OBJETIVO 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Explorar uma nova estratégia para a produção (fermentação submersa) e imobilização 

natural (adsorção física) simultâneas de lipase de Y. lipolytica IMUFRJ 50682/1, utilizando 

resíduo de semente de romã e avaliar o potencial de uso do resíduo sólido fermentado contendo 

a lipase adsorvida como um biocatalisador em reações de hidrólise e síntese de lipídios 

estruturados. 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Produzir lipase por Yarrowia lipolytica em meio de cultivo contendo os resíduos de 

semente de romã (RSR);  

• Avaliar o efeito do RSR suplementado com diferentes fontes de nitrogênio na 

produção de lipase; 

• Otimizar a produção de lipase em fermentação submersa utilizando o RSR 

suplementado com fonte de nitrogênio através de planejamento experimental; 

• Avaliar a produção de lipase nas condições otimizadas em biorreator de 3,5 L; 

• Testar o potencial do sólido fermentado obtido na fermentação submersa como 

biocatalisador;  

• Avaliar a reutilização do novo biocatalisador; 

• Realizar a caracterização físico-química do novo biocatalisador para direcionar suas 

aplicações; 

• Avaliar o potencial do sólido fermentado, contendo lipase adsorvida, para reações de 

hidrólise e síntese de lipídios estruturados. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

3.1 LIPASE 

As lipases, também conhecidas como triacilglicerol hidrolases (EC 3.1.1.3), constituem 

um grupo de enzimas amplamente reconhecidas por sua versatilidade, importância em diversas 

áreas da indústria e fácil produção em massa (Hasan et al., 2016). Estas enzimas desempenham 

um papel essencial na catálise da hidrólise de óleos e gorduras (Figura 1) e, em baixas 

quantidade de água, atuam como catalisadores em várias reações de síntese tais como a 

esterificação, a transesterificação e a interesterificação (Jaeger e Reetz, 1998; Reis et al., 2009).  

 
Figura 1 – Esquema reacional da hidrólise e síntese de uma molécula de 

triacilglicerol catalisada por lipases 

 
Fonte: Jaeger et al. (1994). 

 

A capacidade multifuncional da lipase as torna uma escolha valiosa na indústria 

alimentícia, de detergentes, farmacêutica e em muitos outros setores (Sharma et al., 2001; Ali 

et al., 2023) Na Tabela 1 é apresentado um resumo com a principais aplicações industriais das 

lipases. 

 

Tabela 1 – Resumo das aplicações industriais das lipases 
Setor industrial Aplicação 

Detergente 
As lipases são utilizadas nas formulações de detergentes para 

lavanderia, garantindo a remoção da gordura 
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Oleoquímico 

As lipases são utilizadas para catalisar reações de hidrólise e 

glicólise utilizando substratos mistos, garantindo a economia de 

energia, alta produtividade e operação contínua do processo 

Médico e Farmacêutico 
As lipases são utilizadas para reduzir o nível de colesterol no 

sangue, dentre outras funções 

Tratamento de efluente 
As lipases são utilizadas em lodos ativados garantindo que as 

camadas de gorduras sejam removidas 

Papel e celulose 

As lipases são utilizadas para catalisar a hidrólise dos 

triglicerídeos presentes na madeira para posterior produção de 

papel e celulose 

Alimentício 

As lipases são utilizadas na clarificação de gordura, maturação 

dos queijos, lipólise de queijos, desenvolvimento de sabores e 

processamento de carnes, vegetais, frutas, cervejas e outros 

Adaptado de Choudhury e Bhunia (2015). 

 

As lipases podem ser obtidas de diversas fontes como vegetal, animal e microbiana. As 

microbianas têm ganhado destaque devido a sua estabilidade, facilidade de purificação, 

modificação molecular atividade e capacidade de comparação contínua (Ali et al., 2023). 

Diferentes microrganismos podem ser utilizados para a produção de lipase, destacando-se as 

bactérias e os fungos (Treichel et al., 2010). Dentre os fungos, a levedura Yarrowia lipolytica 

tem chamado bastante atenção. 

 

3.2 YARROWIA LIPOLYTICA 

Yarrowia lipolytica é uma levedura “não-convencional”, termo utilizado para 

diferenciar este grupo das leveduras mais comumente usadas, pertencente à classe dos 

Ascomicetos e subclasse Hemiascomicetos. Inicialmente foi identificada como Candida 

lipolytica pois a espécie foi isolada de materiais ricos em lipídios, porém posteriormente foi 

renomeada para Endomycopsis lipolytica, depois para Saccharomyces lipolytica e atualmente é 

denominada por Yarrowia lipolytica (Heard & Fleet, 1999). 

Y. lipolytica é considerada não patogênica pela American Food and Drug 

Administration (FDA) e possui status GRAS (Generally Regarded As Safe) (Tsugawa et al., 

1969), permitindo assim que os produtos sintetizados pela mesma possam ser utilizados na 
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indústria de alimentos, bebidas e farmacêutica. É uma levedura que apresenta característica 

dimórfica, e por isso pode apresentar formação leveduriforme ou de pseudohífas (Figura 2). 

 

Figura 2 – Morfologia de Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 em meio YPD 
(extrato de levedura, peptona e glicose): Forma em pseudohífas (a) e leveduriforme (b). 

 
Fonte: Elaboração própria. 

 

Y. lipolytica destaca-se pela capacidade de assimilar e fermentar diversas fontes de 

carbono, abrangendo tanto materiais hidrofílicos (como glicose, glicerol, álcoois e acetato) 

quanto substratos hidrofóbicos (como ácidos graxos, triacilgliceróis e alcanos), culminando na 

produção de metabólitos como 2-fenil etanol, ácidos orgânicos e lipídios que possuem 

importância significativa (Liu et al., 2015). Um estudo realizado por Huang et al. (2013) 

abordou a utilização de matérias-primas de baixo custo, como melaço, águas residuais, gordura 

industrial e óleos vegetais, como fontes de carbono em aplicações industriais como produção 

de óleo intracelular, de etanol, ácido lático, entre outros.  

 

3.3 RESÍDUOS AGROINDUSTRIAIS PARA PRODUÇÃO DE LIPASE 

Os resíduos provenientes da agroindústria são uma categoria importante de subprodutos 

resultantes das atividades agrícolas e industriais, sendo fundamental um manejo adequado para 

reduzir os impactos ambientais adversos (Sadh et al.,2018). Esses resíduos incluem materiais 
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oriundos de processos agrícolas, como cascas, palhas, bagaços e restos de culturas, bem como 

sobras geradas nas instalações agroindustriais, como subprodutos do processamento de 

alimentos, extração de óleos vegetais e processamento de fibras vegetais (Sánchez et al., 2022). 

Dada a grande quantidade e diversidade desses resíduos, existe uma crescente 

necessidade de estratégias eficazes para aproveitá-los, a fim de minimizar seu impacto 

ambiental e maximizar o retorno econômico. Nesse contexto, pesquisas sobre abordagens 

biotecnológicas para transformar esses resíduos em produtos de valor agregado, como 

biocombustíveis, enzimas industriais e materiais biodegradáveis, está se destacando como uma 

área promissora (Mussato et al., 2012; Laufenberg et al., 2003; Selvakumar & Sivashanmugam, 

2017). Dito isso, em estudos recentes (Farias et al., 2014; Souza et al., 2017; Pereira et al., 

2019), a bioconversão de resíduos da indústria alimentícia para a produção de lipase vem 

recebendo bastante atenção e com resultados interessantes por meio do uso da levedura 

Yarrowia lipolytica.  

Pereira et al. (2019) estudaram a produção de lipase extracelular por Y. lipolytica por 

fermentação submersa e utilizaram semente e casca de manga (tegumento fibroso, amêndoa e 

casca) como meio de cultivo. Os autores observaram uma atividade lipásica de 

aproximadamente 3500 U/L quando o tegumento fibroso foi suplementado com extrato de 

levedura. Farias et al. (2014) utilizaram tortas de algodão e soja como substratos para a 

produção de lipase microbiana por Y. lipolytica através da fermentação em estado sólido e 

observaram uma atividade de 139±3 U/g em 14 h de fermentação e 102 ± 6 U/g em 28 h de 

fermentação, respectivamente. 

Souza et al. (2017) utilizaram torta de canola e farelo de soja como substrato para a 

produção de lipase por meio de fermentação em estado sólido e demonstram que a Y. lipolytica 

pode produzir lipase em ambas as matérias-primas, com atividades lipásicas de 72,6 ± 2,4 U/g 

em 28h de fermentação e 93,9 ± 2,9 U/g em 14 de fermentação, respectivamente (ambos os 

meios foram suplementados com azeite de oliva).  

 

3.3.1 Resíduo da extração do óleo da semente de romã  

A Romã (Punica granatum L.) é uma árvore frutífera pertencente à família Lythraceae, 

anteriormente pertencente à família Punicaceae (Magangana et al., 2020). Possui origem no 

oriente Médio há cerca de 5000 mil anos atrás (Pérsia e áreas próximas) e foi distribuída da área 

do Mediterrâneo até o leste da Ásia na antiguidade (De Candolle, 1883; Adsule & Patil 2005; 

Levin, 2006). Essa fruta foi cultivada no antigo Egito e no início da Grécia e Itália, e com o 

passar do tempo, houve uma disseminação geográfica para diversas áreas, incluindo o 
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Turcomenistão, Afeganistão, Índia, China, entre outras regiões da Ásia, além do Norte da África 

e do Mediterrâneo Europeu (Chandra et al., 2010).  

A romã é uma das frutas antigas mais associadas a diversas culturas e mitologias, há 

menções na Bíblia, no Corão, assim como nas artes budistas e chinesas (Chandra et al., 2010). 

Além da sua história e diversas propriedades medicinais, a romã possui propriedades 

antioxidantes, anti-inflamatórias e anticarcinogênicas e a tornam uma alternativa importante 

para a prevenção e o tratamento do câncer (Sharma et al., 2017) como também em aplicações 

da romã de seus derivados (Tabela 2). 

 

Tabela 2 - Estudos de romã relacionados à saúde em humanos 
Derivado Efeito 

Extrato de fruta inteira 

Efeito anti-inflamatório, diminuição do peso 

corporal, da glicemia sérica, do colesterol total e LDL e 

aumento do HDL, em paciente com sobrepeso e obesidade. 

Suco 

Melhora da pressão arterial, triglicerídeos séricos, 

HDL, estresse oxidativo e inflamação; 

Diminuição do nível sérico de eritropoetina; 

Diminuição da pressão arterial sistólica e diastólica; 

Mantém as habilidades de memória visual; 

Diminuição da modulação de danos de gordura e proteína; 

Diminuição dos parâmetros de pressão arterial sistólica, 

creatinina e dano muscular. 

Óleo de semente Diminuição dos níveis de açúcar no sangue em jejum 

Extrato de casca 

Potencial hipolipêmico, hipoglicêmico e 

antioxidante; 

Diminuição da pressão arterial sistólica, LDL, colesterol 

total, aumento do HDL. 

Romã microencapsulada 

Reverte a disfunção endotelial induzida pela 

lipoproteína de alta densidade e a trigliceridemia pós-

prandial. 

Adaptado de: Kandylis & Kokkinomagoulos (2020).  
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Botanicamente, a romã é caracterizada por sua estrutura e composição distintas. As 

folhas possuem cor verde brilhante e geralmente de formato oval ou lanceolado. As flores da 

romã são vermelhas brilhantes, geralmente com cinco pétalas, e são altamente ornamentais 

(Coronado-Reyes et al., 2021). As árvores de romã podem florescer durante todo o ano em 

climas tropicais e em regiões subtropicais com estações de floração distintas podem florescer 

uma vez ao ano, (Kumar et al., 2020). 

O fruto da romã é composto por uma casca dura e espessa, sendo chamada de epicarpo, 

que varia de cor de acordo com a maturação, podendo apresentar tons que vão do verde ao 

vermelho ou amarelo (Coronado-Reyes et al., 2021). Logo abaixo do epicarpo, encontra-se uma 

camada esponjosa e branca, conhecida como mesocarpo, essa parte intermediária da casca é 

rica em compostos fenólicos e fibras, contribuindo para a textura e sabor característicos da fruta. 

Internamente, a romã é dividida por membranas em compartimentos individuais chamados 

arilos, que são comestíveis e são utilizados na produção de suco de romã. Dentro desses 

compartimentos, estão localizadas as sementes que são utilizadas para a obtenção do óleo da 

semente, rico em ácidos graxos (Benedetti et al., 2023) (Figura 3). 

 

Figura 3 – Estrutura da romã 

 
Fonte: Adaptado de Benedetti et al. (2023) & Mukama et al. (2019). 
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Vários estudos têm explorado a extração de óleo de semente de romã, utilizando 

diferentes métodos e condições, obtendo resultados diversos. De acordo com Abbasi (2008), a 

utilização de solventes orgânicos e CO2 supercrítico na extração resultou em rendimentos 

variados e composições diferentes de ácidos graxos. Goula (2013) fez uma otimização adicional 

do processo, empregando a assistência de ultrassom, identificando fatores como tamanho das 

partículas das sementes, temperatura da extração e proporção entre o solvente e o sólido como 

determinantes-chave para o rendimento da extração. Ahangari (2012) comparou o uso do 

propano subcrítico com o dióxido de carbono supercrítico para a extração do óleo, observando 

que o propano subcrítico apresentava maiores rendimentos. Por fim, Rojo-Gutiérrez (2021) 

avaliou os efeitos das extrações assistidas por micro-ondas e ultrassom, concluindo que 

temperatura e proporção entre solvente e amostra foram os principais fatores que influenciaram 

no rendimento da extração. Durante o processo de extração do óleo, ocorre a geração de 

subprodutos como o resíduo, por exemplo. 

Resíduos são gerados em grandes quantidades anualmente, então a reutilização para 

esses subprodutos, que possuem baixo custo e podem ser utilizados como fonte de carbono, 

nitrogênio e minerais, vem sendo bastante estudado (Mussato et al., 2012). A partir do exposto, 

podemos inferir que a utilização de resíduos agroindustriais é uma alternativa para a produção 

de lipase extracelular. Durante a fermentação de resíduos por fermentação submersa, podemos 

obter dois produtos com valor agregado, o extrato enzimático bruto (enzima livre) e o sólido 

fermentado contendo a enzima adsorvida (enzima imobilizada). 

3.4 IMOBILIZAÇÃO NATURAL DE LIPASE 

A imobilização enzimática é um processo que possibilita melhorar e maximizar a 

atividade de enzimas, assim como prolongar sua atividade, melhorando sua aplicação em 

processos industriais (Bhavaniramya et al., 2019). Para isso, diversas técnicas podem ser 

utilizadas para aprisionar/imobilizar a enzima, sendo classificadas conforme os tipos de 

interação em métodos químicos (ligação covalente e reticulação) e físicos (adsorção e 

aprisionamento), cada uma com distintas interações entre enzimas e suportes (Figura 4) (Liu et 

al., 2018). 
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Figura 4 – Técnicas de imobilização enzimática. 

 
Fonte: Adaptado de Lui et al. (2018). 

 

A imobilização natural de enzimas em resíduos agroindustriais, durante o processo 

fermentativo, normalmente acontece por adsorção física. Este processo implica na fixação 

espontânea da lipase nas partículas sólidas dos resíduos, conferindo vantagens adicionais à 

estratégia de produção. Esta imobilização, muitas vezes, resulta em uma maior estabilidade da 

enzima durante o processo fermentativo, possibilitando a reutilização ao longo de múltiplos 

ciclos de reuso (Todo Bom et al., 2020; Pereira et al, 2019; Aguieiras et al., 2014; Aguieiras et 

al., 2019). 

A abordagem de imobilização natural não só simplifica os processos de recuperação de 

enzimas, como também oferece uma alternativa sustentável às técnicas convencionais de 

imobilização, que muitas vezes envolvem o uso de suportes químicos ou sintéticos e reduz o 

custo o custo da sua produção, facilitando sua aplicação (Sousa et al., 2022; Ojeda-Hernández 

et al, 2018). 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 MATERIAIS 

O Resíduo da Semente de Romã (RSR) utilizado nas fermentações foi fornecido pelo 

Laboratório de Bioquímica Alimentar e Nutricional da Universidade Federal do Rio de Janeiro, 

após estudo de extração do óleo (Silva et al., 2019). O RSR foi previamente seco em estufa 

Fabbe-Primar (modelo 219) a 65 °C e depois moído em moinho de laboratório. A farinha foi 

peneirada em peneira de malha 0,80 mm e armazenada em sacos de polietileno até o momento 

de sua utilização. A Peptona e o extrato de levedura utilizados foram obtidos da Kasvi (Paraná, 

Brasil). A ureia, o cloreto de amônio, o sulfato de amônio, o fosfato de potássio e o p-nitrofenil 

laurato foram obtidos da Sigma Aldrich Brasil. Triptona foi adquirida da Himedia (Mumbai, 

Índia) e a milhocina foi cedida pela Ingredion Brasil. O dimetilsulfóxido foi obtido da Isofar 

(Rio de Janeiro, Brasil). 

4.2 CARACTERIZAÇÃO FÍSICO-QUÍMICA DO RSR 

A análise da composição centesimal do RSR foi realizada de acordo com os métodos 

descritos pelo Instituto Adolfo Lutz (Zenebon et al., 2008) e Métodos Oficiais de Análise da 

AOAC Internacional (Horwitz & George, 2005). Foram determinados os seguintes parâmetros: 

umidade, lipídios, cinzas, proteínas e carboidratos totais por diferença (Nifext). Todas as 

análises foram realizadas em triplicata. 

4.3 PRODUÇÃO DE LIPASE 

4.3.1 Preparação de cepa e pré-inóculo 

Uma linhagem selvagem de Yarrowia lipolytica (IMUFRJ 50682), isolada da Baía de 

Guanabara, Rio de Janeiro (Brasil), foi utilizada para produzir a lipase (Hagler e Mendonça-

Hagler, 1981). As células foram pré-cultivadas em meio YPD (p/v: 1% extrato de levedura, 2% 

peptona, 2% glicose), a 28 °C, 160 rpm, por 72 h. As células pré-cultivadas foram utilizadas 

em quantidades suficientes para iniciar a produção de lipase com 1 g de células (peso seco)/L. 

4.3.2 Produção de Lipase em Frascos Erlenmeyer 

A produção de lipase em frascos Erlenmeyer foi realizada em frascos de 250 mL 

contendo 60 mL de meio de produção. Em experimentos preliminares, o meio de produção de 
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lipase foi preparado com água destilada e RSR, 25 g/L, com e sem diferentes fontes orgânicas 

e inorgânicas de nitrogênio (ureia, cloreto de amônio, sulfato de amônio, milhocina, extrato de 

levedura, triptona, triptona de soja, peptona, peptona/extrato de levedura e ureia/extrato de 

levedura) em uma concentração fixa de 2 g/L. A combinação das melhores fontes foi testada 

preliminarmente em concentrações crescentes (até 4 g/L). 

Um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 22, com três repetições no 

ponto central, foi utilizado para avaliar as concentrações ideais das melhores fontes de 

nitrogênio (ureia e extrato de levedura) para produção de lipase com RSR (Tabela 3). Extrato 

de levedura e ureia foram as variáveis independentes com concentrações descritas na Tabela 3. 

Cinco níveis de cada fator (-1,41; -1; 0; +1; +1,41) foram utilizados e a combinação entre eles 

resultou num total de 11 ensaios: 4 pontos fatoriais, 4 pontos axiais e 3 pontos centrais. 

 

Tabela 3 - Níveis e variáveis analisadas no Delineamento Composto Central 
Rotacional para avaliação das concentrações ideais das melhores fontes de nitrogênio 
para produção de lipase. 

Variáveis 
Níveis 

-1,41 -1 0 +1 +1,41 

Extrato de levedura (%) 1,6 2,0 3,0 4,0 4,4 

Ureia (%) 0,1 0,5 1,5 2,5 2,9 

 

Todos os cultivos foram inoculados com 1 g de peso seco de células/L e incubados a 28 

°C em agitador rotativo a 250 rpm por 70 h. Amostras foram coletadas durante toda a 

fermentação para determinar a atividade lipolítica extracelular, após centrifugação a 2000 g. 

4.3.3 Produção de Lipase em Biorreator 

O melhor meio de cultura para produção de lipase, determinado em frascos Erlenmeyer, 

foi utilizado em processo de produção em escala de bancada, com biorreator New Brunswick 

Microferm MF-114 (volume efetivo de 3,5 L). A produção de lipase foi realizada com agitação 

mecânica de 600 rpm, taxa de aeração de 1,5 L.min-1 e temperatura de 28 °C, por 90 h. Amostras 

coletadas a cada 6 h foram centrifugadas a 4 °C, 2.000 g por 5 min, e o sobrenadante obtido 

congelado a – 20 °C para posterior avaliação da atividade da lipase extracelular. 

Uma vez determinado o tempo para atividade máxima da lipase extracelular em 

experimentos que duraram 90 horas com quantidade amostral de 5 mL, a produção da lipase foi 

realizada novamente nas mesmas condições, mas sem a retirada de amostras e estocagem de 

todo o meio livre de células e do resíduo sólido fermentado, após o tempo determinado. Este 
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procedimento foi seguido para obter um maior volume de extrato bruto de lipase com alta 

atividade e de resíduo fermentado da semente de romã (fermRSR). Posteriormente, o fermRSR 

foi liofilizado (LC 1500, Terroni, São Carlos, Brasil) para avaliação como um biocatalisador 

imobilizado. 

 

4.4 CARACTERIZAÇÃO DE RESÍDUO DE SEMENTE DE ROMÃ FERMENTADO 

LIOFILIZADO (fermRSR) 

4.4.1 Caracterização físico-química de fermRSR liofilizado 

O fermRSR liofilizado foi avaliado quanto ao teor de proteína (descrito na Seção 4.2) e 

quanto a morfologia em um microscópio óptico (Nikon, modelo Eclipse E100LED) para 

verificar a possível adesão de células na superfície do material. 

4.4.2 Parâmetros cinéticos do fermRSR liofilizado 

Os parâmetros cinéticos, constante de Michaelis-Menten (Km) e taxa máxima de reação 

(Vmax) do fermRSR liofilizado foram determinados a partir de reações de hidrólise p-nitrofenil 

laurato (p-NPL), com concentrações de substrato variando de 20 a 3000 µM. O extrato bruto 

extracelular também foi testado para comparação. A reação de hidrólise foi realizada em cubeta 

de 1 mililitro em espectrofotômetro (Shimadzu modelo UV-1800) a 37 °C por 100 segundos e 

a absorbância de 410 nm foi registrada para monitorar a produção de p-nitrofenol. O Km e Vmax 

foram obtidos usando uma regressão não linear da taxa de reação versus dados de concentração 

do substrato usando o modelo cinético de Michaelis-Menten. A energia livre de ligação do 

substrato (∆GE-S), o número de turnover (número de renovação) (Kcat) e a energia livre do estado 

de transição (∆GE-T) também foram determinados, conforme mostrado nas Equações (1) – (3) 

(Sabiq et al., 2010). 

𝐾𝐾𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐  =
𝑉𝑉𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚
𝐸𝐸𝑡𝑡

 (1) 

∆G𝐸𝐸−𝑇𝑇 = −𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅
𝐾𝐾𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐
𝐾𝐾𝑚𝑚

 (2) 

∆G𝐸𝐸−𝑆𝑆 = −𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅
1
𝐾𝐾𝑚𝑚

 (3) 
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onde Et é a concentração de proteína (µmol/mL), R é a constante universal do gás ideal (8,314 

10-3 kJ/mol.K) e T é a temperatura experimental (310 K). 

4.4.3 Reações de hidrólise e síntese utilizando fermRSR liofilizado como biocatalisador 

Para a avaliação do fermRSR liofilizado como biocatalisador imobilizado, foram 

realizadas reações experimentais de hidrólise e síntese. Os experimentos de hidrólise foram 

realizados usando p-nitrofenil laurato (p-NPL) como substrato,  

Para os experimentos de síntese, a produção de lipídios estruturados por acidólise com 

azeite e ácido láurico (12:0) foi determinada seguindo metodologia descrita por Akil et al. 

(2020). As reações foram iniciadas pela adição de 200 mg de fermRSR liofilizado em mini 

reatores de 50 mililitros contendo 3,56 g de azeite (que contém triacilglicerol – TAG) e 1,6 g 

de ácido láurico (proporção molar 2:1: ácido láurico: TAG). Foi realizado um experimento 

controle com esta mesma proporção de TAG e ácido láurico, mas sem a enzima, que foi 

submetido às mesmas condições aqui descritas para as reações com a enzima. Os mini reatores 

foram mantidos a 37 °C por 15 min com agitação magnética a 500 rpm. Em seguida, o substrato 

reagido foi coletado e 3,0 mL de Na2CO3 5% (p/v) e 7,0 mL de metanol (99,99%) foram 

adicionados para interromper a reação e estimular a separação dos Lipídios Estruturados (LE) 

dos ácidos graxos livres. O meio reacional foi centrifugado a 3.000 g por 10 min a 25 °C e a 

fase superior contendo o LE foi armazenada. A composição de ácidos graxos do lipídeo 

estruturado formado foi determinada por cromatografia gasosa. A quantidade de ácido láurico 

obtida no experimento controle foi descontada dos resultados com a enzima. 

 

4.5 REUTILIZAÇÃO DE fermRSR LIOFILIZADO EM REAÇÕES DE BIOCATÁLISE 

A reutilização do fermRSR liofilizado como biocatalisador foi realizada pela 

determinação da concentração do produto (p-nitrofenol) após sucessivas reações (4 ciclos). 

Essas reações foram realizadas de acordo com a Seção 4.4.3 e, ao final de cada ciclo, o sistema 

reacional (substrato + biocatalisador) foi transferido para um tubo falcon de 50 mL e 

centrifugado a 2.000 g por 10 min. Em seguida, o sobrenadante foi coletado e o precipitado foi 

utilizado em um novo ciclo. A quantidade de produto formado no primeiro ciclo foi definida 

como 100%. Para avaliar a dessorção da enzima durante a reutilização, o fermRSR foi 

submetido a agitação magnética (500 rpm) em mini reatores com tampão fosfato a 37 °C por 

60 min. A concentração de proteína foi determinada a cada 5 min. 
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4.6 PROCEDIMENTOS ANALÍTICOS 

4.6.1 Concentração celular 

A concentração celular foi determinada medindo a densidade óptica em 

espectrofotômetro (Shimadzu modelo UV-1800) a 570 nm, com posterior conversão para peso 

seco celular (g p.s.cel) por mL usando uma curva padrão. 

4.6.2 Atividade Lipolítica 

A atividade da lipase do extrato extracelular da enzima bruta foi determinada 

monitorando a absorbância da produção de p-nitrofenol a 410 nm em um espectrofotômetro 

(Shimadzu modelo UV-1800) a 37 °C por 100 segundos como resultado da hidrólise de p-

nitrofenil laurato (p-NPL) (Pereira-Meirelles et al., 1997). Para o resíduo de semente de romã 

fermentado liofilizado (fermRSR), a atividade da lipase foi examinada adicionando 25 mL de 

p-NPL (560 µM) a 5 mg de fermRSR liofilizado. Esse sistema foi mantido sob agitação 

magnética a 37 °C por 5 min e a reação monitorada por meio da verificação da absorbância 

(410 nm) em intervalos de 30 s por 5 min. Uma unidade de atividade de lipase (U) é equivalente 

à quantidade de enzima necessária para produzir 1 µmol de p-nitrofenol/min. 

 

𝐴𝐴 =
(∆𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴) ∗ 𝐷𝐷 ∗ 𝑓𝑓 ∗ 𝑉𝑉𝑟𝑟

(∆𝑡𝑡) ∗ 𝑉𝑉𝑠𝑠
 (4) 

 

onde A é a atividade da enzima (U.L-1), onde 1 Unidade enzimática (1U) corresponde a 

quantidade de enzima capaz de produzir 1µmol de p-nitrofenol por minuto nas condições de 

ensaio; ∆Abs é a variação de absorvância no intervalo de tempo ∆t (minutos) transcorrido 

durante a fase de aumento linear da absorvância; D é a diluição da solução enzimática; Vr é o 

volume reacional, que é o volume da solução de p-NPL em tampão e o volume da amostra, em 

litros; Vs é o volume da solução enzimática utilizada no ensaio, em litros; f é o fator de 

conversão (245 µmol/L), obtido através da construção de uma curva padrão de p-NFL em 

concentração variando entre 0,01 e 0,2 µmol.mL-1.  

4.6.3 Determinação da composição de ácidos graxos por cromatografia gasosa (CG) 

A composição de ácidos graxos do lipídeo estruturado produzido durante as reações de 

síntese foi determinada em um cromatógrafo a gás CG-2010 (Shimadzu, Japão) equipado com 
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uma entrada split/splitless, em uma coluna Omegawax CG (30 m 0,32 mm ID e 0,25 µm de 

espessura do filme) e um detector de ionização de chama (FID). Os ésteres metílicos de ácidos 

graxos (FAMEs) foram preparados de acordo com Lepage et al. (1986) e injetados no CG. As 

identidades dos picos cromatográficos das amostras foram determinadas com base no tempo de 

retenção dos padrões comerciais FAME (Supelco 37 FAME mix, Sigma-Aldrich, Brasil). A 

eficiência de incorporação (%) de ácido láurico nos lipídios estruturados produzidos foi 

calculada a partir da área do pico. 

4.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os dados experimentais obtidos foram analisados estatisticamente com o software 

STATISTICA 7.1 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, EUA). Os modelos obtidos foram verificados 

estatisticamente pela análise de variância (ANOVA) e a significância determinada pelo teste 

estatístico de Fisher (Teste F), utilizando um nível de significância de 10 %. A variância 

explicada pelos modelos foi observada pelo coeficiente de determinação (R2). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 COMPOSIÇÃO CENTESIMAL DO RESÍDUO DE SEMENTE DE ROMÃ (RSR) 

A Figura 5 mostra a imagem do RSR após a extração do óleo e após os processos de 

secagem e moagem. Esta farinha (Figura 5b) foi utilizada para produção de lipase em cultivo 

submerso. A composição centesimal da farinha de RSR revelou maior teor de carboidratos em 

relação aos lipídios e proteínas (Tabela 4). Ainda assim, os teores de lipídios e proteínas foram 

significativos e podem ajudar a fornecer nutrientes e indutores para o processo de produção de 

lipase. 

Figura 5 – RSR após extração do óleo (a) e triturado para utilização em 
fermentações (b). 

Fonte: O autor. 

Tabela 4 - Composição centesimal do resíduo de semente de romã (RSR). 

Constituinte Concentração (%) 
Umidade 8,65 ± 0,02 
Proteína 12,57 ± 0,09 
Lipídios 3,54 ± 0,34 

Carboidratos 72,62 ± 0,83 
Cinzas 2,49 ± 0,07 

 

O teor de óleo da semente de romã (12 a 20%) reduziu para 3,54 no RSR, como 

esperado, uma vez que o RSR foi obtido por extração de óleo (Silva et al., 2019). No entanto, 

um pouco de óleo permaneceu neste resíduo, o que foi potencialmente positivo para a produção 

de lipase microbiana. 

a b 
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Guzmán-Lorite et al. (2022) extraíram e caracterizaram proteínas de RSR usando dois 

métodos diferentes: extração líquida pressurizada e ultrassom focalizado de alta intensidade. O 

ultrassom focalizado de alta intensidade rendeu 11,4 ± 0,9 g de proteína/100 g, valor superior 

ao obtido com a extração líquida pressurizada (8,1 ± 0,3 g de proteína/100 g). O RSR do 

presente estudo foi obtido após extração supercrítica (Silva et al., 2019) e apresentou maior 

concentração de proteína (12,57%), o que também é importante para a produção de lipase. 

5.2 PRODUÇÃO DE LIPASE COM RESÍDUO DE SEMENTE DE ROMÃ  

O meio de cultura composto somente por água destilada e RSR foi ineficaz para a 

produção de lipase (Figura 6), possivelmente devido a deficiências em alguns dos elementos 

importantes para o crescimento da levedura e produção de enzimas, principalmente vitaminas 

e nitrogênio. Resultados semelhantes também foram relatados por Pereira et al. (2019) ao 

estudarem a produção de lipase utilizando resíduo de manga. Assim, o RSR foi suplementado 

com diferentes fontes de nitrogênio. Os resultados da produção de lipase também são mostrados 

na Figura 6. 

 

Figura 6 – Perfil cinético da atividade da lipase extracelular durante cultivo 
submerso de Yarrowia lipolytica em frascos Erlenmeyer com resíduo de semente de romã 

(RSR) com e sem suplementação de fontes de nitrogênio 
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Figura 7 - Perfil cinético da atividade da lipase extracelular durante cultivo 

submerso de Yarrowia lipolytica em frascos Erlenmeyer com resíduo de semente de romã 

(RSR) utilizando melhores fontes de nitrogênio (ureia e extrato de levedura) e suas 

combinações. 

 

 

As melhores fontes de nitrogênio (utilizadas individualmente) para a produção de lipase 

foram o extrato de levedura e a ureia, com produção máxima após 11 h para o extrato de 

levedura (369 U/L) e após 19 h para a ureia (383 U/L) (Figura 6). O extrato de levedura é eficaz 

na suplementação do meio de cultura porque é uma boa fonte de nitrogênio e também fornece 

vitaminas importantes para o crescimento celular (Li et al., 2004). Galvagno et al. (2011) e 

Novotný et al. (1988) também mostraram que o extrato de levedura e a ureia aumentam 

significativamente a produção de lipase de Y. lipolytica. Os diferentes tempos máximos de 

produção detectados para as fontes de nitrogênio (Figura 6) provavelmente se devem à secreção 

de lipases para o meio extracelular, que geralmente ocorre quando a fonte de carbono é escassa, 

e a fonte de nitrogênio exerce influência direta nesse processo (Nunes et al., 2021). Cloreto de 

amônio, sulfato de amônio, milhocina, triptona, triptona de soja e peptona não foram eficazes 

na produção de lipase extracelular a partir de RSR nas condições estudadas. Mesmo a 

combinação de peptona e extrato de levedura, normalmente encontrada em meios de produção 

de lipase (Nunes et al., 2021), não foi tão eficaz quanto o extrato de levedura ou a ureia. A 

produção de lipase com extrato de levedura, sem RSR, foi realizada para verificar se esta fonte 

de nitrogênio, que também é fonte de carbono, é suficiente para a produção da enzima. No 

entanto, foi detectada baixa atividade lipolítica (máximo 90 U/L após 20 h), evidenciando que 

o RSR é fundamental para a produção de lipase. 
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Como o extrato de levedura e a ureia foram as fontes de nitrogênio que apresentaram os 

melhores resultados na produção de lipase, esses compostos foram testados simultaneamente 

(Figura 7). Os resultados confirmaram a importância de ambas as fontes de nitrogênio juntas 

(ureia/extrato de levedura, 2 g/L (1:1); ureia/extrato de levedura, 3 g/L (2:1); e ureia/extrato de 

levedura, 4 g/ L (1:1)), com os valores de atividade da lipase aumentando de acordo com sua 

concentração (1160 U/L, 2 g/L; 1576 U/L, 3 g/L; 2051 U/L, 4 g/L). Parece que a produção de 

lipase foi maior na interseção (após 16 h) entre os valores máximos de produção individuais 

(11 e 19 h), mostrando o efeito sinérgico dos compostos. Nesse sentido, um delineamento 

composto central rotacional foi proposto para avaliar a influência desse efeito sinérgico na 

produção de lipase, conforme apresentado na Tabela 5. 

 

Tabela 5- Matriz de execuções experimentais para o Delineamento Composto 
Central rotacional para produção de lipase por Yarrowia lipolytica cultivada em frascos 
Erlenmeyer por 16 h em resíduo de semente de romã (RSR) suplementado com extrato 

de levedura e ureia. 

Ensaio Extrato de levedura (%) Ureia (%) Atividade Lipásica (U/L) 
1 2,0(-1) 0,5(-1) 13120,81 
2 2,0 (-1) 2,5(+1) 502,45 
3 4,0 (+1) 0,5(-1) 11685,13 
4 4,0 (+1) 2,5(+1) 530,41 
5 1,6(-1,41) 1,5(0) 10450,85 
6 4,4(+1,41) 1,5(0) 3127,25 
7 3,0 (0) 0,1(-1,41) 14161,17 
8 3,0 (0) 2,9(+1,41) 285,55 

9 (C) 3,0 (0) 1,5(0) 9990,86 
10 (C) 3,0 (0) 1,5(0) 7615,04 
11 (C) 3,0 (0) 1,5(0) 8191,85 

C: Ponto Central 

 

A atividade da lipase extracelular variou de 285,55 (5,9 g/L de fonte de nitrogênio) a 

14.161,17 U/L (3,1 g/L de fonte de nitrogênio), o que foi significativamente superior à variação 

nos pontos centrais (7615,04 a 9990,86) (Tabela 5) indicando que as diferentes concentrações 

das fontes de nitrogênio influenciaram a produção de lipase. Também é possível observar que 

quando a concentração de ureia foi maior que a concentração de extrato de levedura, a atividade 

da lipase reduziu significativamente (pelo menos 16 vezes). A análise de variância e a 

importância dos efeitos foram verificadas por meio do teste de Fisher (teste F), com nível de 
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significância de 10%. O modelo com os efeitos lineares e quadráticos das variáveis não foi 

significativo e, portanto, termos não significativos foram eliminados. Esta nova ANOVA é 

apresentada na Tabela 6. 

 

Tabela 6 - Análise de variância (ANOVA) para o delineamento composto central 
rotacional para produção de lipase extracelular por Y. lipolytica cultivada em frasco 
Erlenmeyer por 16 h com resíduo de semente de romã (RSR) suplementado com extrato 
de levedura e ureia 

Fonte de Variação SQ GL MQ F p R2 

Extrato de levedura (L) 17.301.489 1 17.301.489 11,2669 0,0784 0,913 

Ureia (L) 235.403.403 1 235.403.403 153,2965 0,0065  

Falta de Ajuste 21.085.205 6 3.514.201 2,2885 0,3351  

Erro Puro 3.071.216 2 1.535.608    

Total 276.861.314 10     
SQ: Soma dos quadrados. DF: Grau de liberdade. L: Termo linear. F: Teste para comparação da variância do 

modelo com a variância residual (erro). R2: Coeficiente de determinação. 

O modelo reduzido não teve falta de ajuste significativa (p > 0,10), o que indica que 

descreveu adequadamente o processo (Tabela 6). O alto valor de R2 (0,913) também revelou 

uma boa correlação entre os dados experimentais e preditos. A equação 4 representa o modelo 

matemático com variáveis reais (extrato de levedura e concentração de ureia) para a atividade 

da lipase. 

AL (U/L) = 19790,55 - 1470,61EL - 5424,52U     (4) 

onde AL é a atividade da lipase em 16 h de fermentação, e EL e U representam os valores das 

concentrações de extrato de levedura e ureia, respectivamente. 

Devido à não significância dos termos quadráticos do modelo, o valor ótimo para 

produção de lipase não foi determinado (Figura 7). Entretanto, houve uma tendência de 

aumento da atividade da lipase quando a concentração de ureia tendeu a valores menores (<0,5 

g/L) e a concentração de extrato de levedura atingiu valores médios (3,0 g/L). Nessas condições, 

a produção de lipase foi de aproximadamente 14.000 U/L. 
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Figura 8 – Superfície de resposta do Delineamento Composto Central Rotacional 
(DCCR) para produção de lipase extracelular por Y. lipolytica cultivada em frasco 

Erlenmeyer por 16 h com RSR suplementado com extrato de levedura e ureia. 

 
 

A melhor combinação de extrato de levedura e ureia (3,0 g/L e 0,1 g/L, respectivamente) 

foi utilizada para o cultivo submerso de Y. lipolytica em biorreator, para produção de lipase 

(Figura 9). Uma atividade de lipase extracelular de aproximadamente 40.000 U/L foi detectada 

após 21 h de cultivo. O segundo possível pico de lipase (50-60 h) pode estar relacionado a 

outras lipases produzidas por esta levedura, como as lipases associadas à parede celular, que 

podem ser liberadas para o meio extracelular quando a fonte de carbono é escassa (Nunes et al., 

2021). Porém, a produtividade teria sido menor, o que nos levou a optar pela produção de lipase 

em biorreator após 21 h de cultivo. 
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Figura 9 – Perfil cinético da atividade da lipase extracelular durante cultivo 
submerso de Yarrowia lipolytica em biorreator de 3,5 litros com RSR com extrato de 

levedura (3 g/L) e ureia (0,1 g/L) 

 
 

O resíduo sólido obtido após 21 h de cultivo nessas condições foi centrifugado e 

separado do sobrenadante contendo a lipase extracelular e das células que formaram uma 

camada entre o sobrenadante e o sólido. Posteriormente, esse resíduo sólido foi liofilizado; o 

produto, que é referido neste estudo como resíduo fermentado da semente de romã (fermRSR 

liofilizado), foi testado quanto à atividade da lipase. Uma alta atividade hidrolítica em p-NPL 

foi detectada para este sólido (69,83 ± 8,84 U/g) e, portanto, foi utilizado como biocatalisador 

em testes posteriores. Um teste de controle foi realizado com RSR e nenhuma atividade foi 

detectada. 

5.3 RESÍDUO DE SEMENTES DE ROMÃ FERMENTADO (fermRSR) COMO 

BIOCATALISADOR 

A concentração proteica do fermRSR liofilizado foi determinada para verificar se 

ocorreu enriquecimento proteico a partir da adsorção de enzimas ou células, mas não foi 

observada diferença significativa entre a concentração proteica antes e depois do processo de 

fermentação, provavelmente devido à capacidade de detecção do método. A visualização do 

RSR e do fermRSR em microscópio óptico não revelou nenhuma alteração significativa na 

morfologia da superfície após o crescimento de Y. lipolytica, nem mesmo a presença de células 

aderentes (dados não mostrados). É importante pontuar também que não foi observada atividade 
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lipásica associada às células separadas do sólido fermentado. Estes resultados reforçam o 

argumento de que a atividade enzimática encontrada no resíduo sólido após o processo de 

fermentação foi devida à adsorção física das lipases neste suporte e não às células de Y. 

lipolytica. 

A influência da concentração do substrato (p-NPL) na atividade lipásica do fermRSR 

(biocatalisador imobilizado) também foi determinada. O modelo cinético não linear de 

Michaelis-Menten foi utilizado para obter os parâmetros cinéticos aparentes Vmax e Km (Tabela 

7). Foram encontrados valores elevados para os coeficientes de determinação para o ajuste deste 

modelo (R2 = 0,978). O número de renovação (Kcat), a energia livre de ligação do substrato de 

(∆GE-S) e energia livre de ligação do estado de transição (∆GE-T) também foram calculados 

(Tabela 7). 

 

Tabela 7 - Parâmetros cinéticos e termodinâmicos para a lipase imobilizada 
(fermRSR liofilizada). 

Parâmetros Valor 

Vmax (µmol/min/g) 49,47 

Km (µmol/L) 206,96 

Kcat (s−1) 129,83 

∆GE–S (kJ/µmol) 13,72 

∆GE–T (kJ/µmol) 1,2 
Vmax: Taxa máxima de reação. Km: Constante de Michaelis-Menten. Kcat: Número de 

Renovação. ∆GE-S: Ligação de substrato de energia livre. ∆GE-T: Energia livre de ligação do 

estado de transição. fermPSR: Resíduo fermentado de semente de romã. 

O Vmax calculado por grama de biocatalisador (fermRSR) foi baixo em comparação com 

outras lipases imobilizadas de Y. lipolytica (175 U/mg de proteína de lipase imobilizada em 

esferas de quitosana-alginato (Novotný et al., 1988), 731 U/g de lipase imobilizada em debris 

celular (Fraga et al., 2020) e 2.904 U/g de lipase imobilizada em nanopartículas magnéticas 

(Carvalho et al., 2020). Porém, para Km, foi observado um valor inferior (0,21 mM) para o 

fermRSR em relação às demais lipases de Y. lipolytica imobilizadas (2,52 mM, (Fraga et al., 

2020); 0,93 mM, (Carvalho et al., 2020), o que revela a maior afinidade deste biocatalisador 

em direção ao substrato. Pereira et al. (2019) observaram redução na afinidade enzima-substrato 

com o encapsulamento da lipase de Y. lipolytica nas esferas de alginato e quitosana. No entanto, 

o Km obtido para o biocatalisador imobilizado (0,04 mM) foi inferior ao fermRSR. O número 
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de Renovação (Kcat) detectado para o fermRSR foi baixo, considerando que para todas as 

enzimas varia entre 1 a 104 s-1, mas não ficou muito distante da lipase de Y. lipolytica 

encapsulada nas esferas de alginato e quitosana (606 s−1). A ligação de energia livre-substrato 

(∆GE-S) revelou que a lipase livre (8,7 kJ/µmol, Novotný et al., 1988) precisava de uma 

quantidade menor de energia para a formação do complexo enzima-substrato do que o 

fermRSR. A energia livre da ligação do estado de transição (∆GE-T) indicou maior 

espontaneidade de reação para a lipase livre (18,9 kJ/µmol, (Novotný et al., 1988). No entanto, 

a possibilidade de reutilização do catalisador imobilizado favorece a sua escolha. 

5.4 REAÇÕES DE HIDRÓLISE E SÍNTESE COM fermRSR LIOFILIZADO 

O fermRSR liofilizado foi utilizado na hidrólise do p-NPL e na síntese de lipídios 

estruturados (azeite + ácido láurico). Para a reação de hidrólise, foi alcançada a produção de 

aproximadamente 120,0 ± 22,3 µmol/L de p-nitrofenol em 10 min de reação, o que 

correspondeu a 24,4% do rendimento teórico possível. 

Os lipídios estruturados (LEs) são triacilgliceróis que foram reestruturados para alterar 

a posição e a composição dos ácidos graxos de sua forma original (Akil et al., 2020). Neste 

teste, optou-se por produzir LEs com um ácido graxo de cadeia média (ácido láurico, 12:0) 

esterificado nas posições sn-1 e sn-3 e um ácido graxo insaturado de cadeia longa (ácido oleico, 

18:1 n-9) esterificado na posição sn-2 da estrutura do glicerol. Nesse sentido, utilizou-se azeite 

– composto em sua maioria por triacilgliceróis com ácido oleico em todas as posições – e ácido 

láurico, um ácido graxo de cadeia média. Ao adicionar uma lipase estritamente 1,3-

regiosseletiva (lipase de Y. lipolytica) (Akil et al., 2020), o ácido láurico provavelmente teria 

sido incorporado exclusivamente em LE sn-1 e sn-3. Para a síntese de lipídios estruturados, foi 

observada uma eficiência de incorporação de aproximadamente 9,0-1,9% após 15 min de 

reação. Akil et al. (2020) encontraram uma eficiência de incorporação ideal de 30% ao produzir 

lipídios estruturados usando lipase de Y. lipolytica imobilizada em esferas de quitosana-alginato 

como biocatalisador. Embora a eficiência de incorporação não tenha sido tão alta com o 

fermRSR, esses experimentos mostraram que é possível utilizar este biocatalisador na síntese 

de lipídios estruturados. Além disso, é importante mencionar que não foi realizada uma 

otimização das condições reacionais para o fermRSR, o que poderia ter melhorado estes 

resultados. 

 

 



40 
 

5.5 REUTILIZAÇÃO DE fermRSR LIOFILIZADO EM HIDRÓLISE 

Para explorar o reaproveitamento do novo biocatalisador, foram testados quatro ciclos 

de reação nas reações de hidrólise. A Figura 10 mostra a reutilização do fermRSR na hidrólise 

do p-NPL. 

 

Figura 10 - Reutilização de fermRSR em reação de hidrólise com laurato de p-
nitrofenila. A atividade enzimática do primeiro ciclo foi ajustada para 100%. 

 

A atividade do novo biocatalisador reduziu em mais de 50% no segundo ciclo de reação 

e manteve aproximadamente 20% de sua atividade inicial após o quarto ciclo de reação. Isto 

provavelmente ocorre porque a imobilização natural da enzima durante a fermentação ocorreu 

através de adsorção física, o que resultou em uma ligação fraca entre a enzima e o suporte. Com 

menor quantidade de catalisador no suporte devido à dessorção, o aumento do tempo de reação 

poderia ter ajudado a atingir a concentração do produto do primeiro ciclo. Contudo, a 

concentração de p-nitrofenol também reduziu no segundo ciclo (aproximadamente 60%) após 

10 min e, em reações sucessivas, diminui para aproximadamente 20%. O teste foi realizado 

utilizando mini reatores de agitação magnética com tampão fosfato e fermRSR a 37 °C. A 

Figura 10 apresenta a concentração de proteína na fase aquosa (tampão fosfato) durante 1 h de 

imersão da enzima no tampão com agitação de500 rpm a 37°C, mimetizando as condições 

reacionais.  
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Figura 11 - Teste de dessorção do fermRSR em tampão fosfato a 37 °C com 
agitação magnética de 500 rpm. 

 
 

O aumento na concentração proteica detectada no tampão evidencia a dessorção da 

enzima durante as reações. Apesar da redução considerável na atividade enzimática e na 

formação de produto, o uso do fermRSR na reação de hidrólise do p-nitrofenil laurato poderia 

ter sido vantajoso, uma vez que já havia sido utilizado para crescimento microbiano e foi 

novamente utilizado como biocatalisador. 
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6 CONCLUSÕES 

O RSR sem suplementação de nitrogênio não foi suficiente para produzir lipase 

extracelular. Extrato de levedura e ureia foram as melhores fontes de nitrogênio testadas para 

complementar o RSR, com produção de lipase de 369 U/L e 383 U/L, respectivamente. Quando 

essas fontes foram combinadas, foi obtida uma atividade de aproximadamente 14.000 U/L e 

40.000 U/L para culturas em frasco Erlenmeyer e biorreator, respectivamente. Uma alta 

atividade hidrolítica no p-NPL foi detectada no resíduo sólido após a fermentação – fermRSR 

(69,83 U/g). A determinação dos parâmetros cinéticos do fermRSR mostrou baixo Vmax e boa 

afinidade pelo substrato (baixo Km) em comparação com outras lipases de Y. lipolytica 

imobilizadas. A utilização do fermRSR na hidrólise do p-nitrofenil laurato apresentou bons 

resultados e a possibilidade de reaproveitamento deste biocatalisador nestas reações. A 

produção de lipídios estruturados utilizando o fermRSR foi baixa, mas possível. Portanto, os 

resultados aqui apresentados mostram que o RSR possui potencial significativo para utilização 

como meio de cultura para produção de lipase extracelular e também como suporte para a 

adsorção física de enzimas e formação de novos biocatalisadores. 
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