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Lipases são enzimas com diversas aplicações industriais. O custo do meio de 

cultivo compõe uma grande parcela do preço de mercado de lipases e muitos dos 

componentes estão em excesso para garantir alto crescimento celular. Yarrowia lipolytica 

é uma levedura oleaginosa capaz de produzir lipases em meio YPD (do inglês: Yeast 

extract, Peptone e Dextrose, ou extrato de lêvedo, peptona e glicose). Contudo, este é um 

meio de cultivo com um custo relevante e seu melhoramento, visando maximizar 

produção de lipase, é de grande interesse industrial para tornar o processo viável 

economicamente. Nesse sentido, este trabalho propõe uma nova formulação de meio de 

cultivo, após observações da influência do pH, de sais de íons de metais de transição e do 

coeficiente de transferência de oxigênio (kLa) sobre a produção de lipase extracelular. Um 

planejamento experimental do tipo delineamento composto central rotacional (DCCR) 

em dois níveis, 2K, com K=3, foi utilizado para estudar a influência da concentração de 

cada componente do meio (extrato de lêvedo, peptona e glicose) na produção da enzima 

de interesse. A partir dos resultados encontrados, foi obtido um modelo matemático de 

segunda ordem que prevê uma produção de lipase de 21725,66 U.L-1 em meio de cultivo 

tamponado com tampão fosfato 100 mM pH 7,0, contendo 0,27 % de extrato de levedo, 

0,74 % de peptona e 0,77 % de glicose. Apesar de não ter sido obtido um extrato 

enzimático com a atividade enzimática prevista, obteve-se 111,37 % de aumento da 

atividade em relação ao meio anteriormente utilizado para produção de lipase e um 

aumento de 24,98 % na produtividade em U.R$-1. 
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Capítulo 1. Introdução 

Lipases (triacilglicerol acilhidrolases EC 3.1.1.3) são enzimas muito versáteis que 

catalisam diversas reações químicas cujo equilíbrio depende da atividade de água no meio. 

Entre essas reações estão incluídas hidrólise, quando há alta atividade de água, esterificação, 

transesterificação e interesterificação, quando há baixa atividade de água. A hidrólise ocorre 

em ligações éster obtendo-se mono-, di- e tri- glicerídeos de ácidos graxos (Akil et al., 2016; 

Treichel et al., 2010). Há grande interesse das indústrias têxtil, farmacêutica, cosmética e de 

alimentos nesses biocatalisadores (Houde et al., 2004) que podem ser obtidos utilizando 

diversos microrganismos como bactérias, fungos filamentosos e leveduras. Dentre as 

leveduras, a espécie Yarrowia lipolytica tem recebido bastante atenção nos últimos anos. 

Yarrowia lipolytica é uma levedura não-convencional dimórfica que possui a 

capacidade de consumir substratos hidrofóbicos durante o crescimento, e nesse processo, 

produz uma grande quantidade de lipases (Fickers et al., 2005). Muitos resíduos 

agroindustriais são utilizados na produção de lipase e pode-se citar o tegumento de manga 

(Pereira et al., 2019), óleo de fritura residual de soja (Nunes et al., 2021) e resíduos de óleo 

de palma (Fraga et al., 2021) como exemplos de reaproveitamento de coprodutos da 

indústria. Um meio complexo utilizado para a produção de lipase com essa levedura é o YPD 

(1% extrato de lêvedo; 2% peptona e 2% glicose) ou sua variação com menor concentração 

de peptona YP*D (1% extrato de lêvedo; 0,64% peptona e 2% glicose) (Amaral et al., 2007).  

Este é um meio rico em nutrientes, com uma fonte de carbono simples e fontes 

complexas de proteína e vitaminas que garantem um elevado crescimento celular. 

Entretanto, glicose pode causar repressão catabólica a depender do microrganismo quando 

utilizada em grandes quantidades (Carlson, 1999) e os outros componentes são custosos para 

uma produção industrial de lipase (Rodrigues et al., 2006). Fontes de carbono podem 

representar entre 12 % e 28 % do custo de um meio de cultivo, enquanto fontes de nitrogênio 

podem representar entre 50 % e 85 % do custo de um meio de cultivo, sendo as fontes mais 

custosas (Freitas et al., 2021). 

Dessa forma, o melhoramento do meio de cultivo YPD, assim como a proposição de 

diferentes estratégias para garantir alta atividade enzimática é importante para reduzir custos 

de produção de um produto com tantas aplicações industriais. Neste trabalho, propôs-se para 

atingir alta atividade enzimática: um delineamento composto central rotacional (DCCR) para 
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avaliar os efeitos de cada componentes no meio de cultivo; o tamponamento do meio para 

observar os efeitos do pH durante a produção; observação dos efeitos de sais metálicos, 

assim como o kLa na produção de lipase. 
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Capítulo 2. Objetivos 

2.1. Objetivo geral 

Obter um meio de cultivo melhorado para produção de lipase extracelular por 

Yarrowia lipolytica visando elevada atividade enzimática e redução de custo. 

 

2.2. Objetivos específicos 

• Determinar a influência de sais derivados de metais de transição sobre atividade 

de lipase extracelular no meio de cultivo e utilização em meio de cultivo para 

inibição de protease. 

• Realizar um Delineamento composto central rotacional a fim de obter um modelo 

matemático que otimize a produção de lipase num meio composto de extrato de 

lêvedo, peptona e glicose. 

• Avaliar a influência do pH na produção de lipase. 

• Comparar o meio que maximiza o modelo matemático obtido com o meio 

anteriormente utilizado para produção de lipase por Yarrowia lipolytica. Estudar 

os impactos na produção de lipase extracelular e custo de produção do meio. 
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Capítulo 3. Revisão bibliográfica 

3.1.  Meios de cultivo 

3.1.1. Macronutriente 

Meio de cultura é o termo utilizado para um ambiente produzido para o crescimento 

de células de diversos microrganismos ou células complexas como: bactérias, fungos 

filamentosos, leveduras, microalgas, células animais ou vegetais. A depender do organismo 

que será desenvolvido no meio de cultivo, ocorrerá uma mudança na demanda nutricional 

de macro e micronutrientes ou até mesmo de fatores físicos como temperatura, pH, 

oxigenação, luz e atividade de água, os principais aspectos a serem controlados durante um 

cultivo necessários para qualquer microrganismo (Pierik, 1997). 

Carbono orgânico ou inorgânico é um dos macronutrientes essenciais para o 

crescimento de qualquer organismo vivo. O carbono não apenas tem sua utilidade estrutural 

nas células, já que compõe membrana celular, parede celular, componentes de adesão, entre 

outros, mas como também é a principal fonte de energia. No ramo da biotecnologia, as fontes 

orgânicas glicídicas naturais são classificadas em três grupos: fontes sacaríneas, amiláceas 

ou lignocelulósicas. Além das fontes glicídicas, alguns microrganismos têm a capacidade de 

metabolizar substrato hidrofóbicos, como hidrocarbonetos, outros, podem utilizar fontes 

gasosas em metabolismos autotróficos para atingir o mesmo objetivo (Liberato et al., 2019; 

Nurfarahin et al., 2018). 

Na esfera tradicional metabólica de eucariotos, a utilidade das fontes de carbono está 

na geração de energia, em forma de ATP, durante a glicólise e direta introdução da molécula 

orgânica resultante deste processo, geralmente Acetil-CoA (acetilcoenzima A), no Ciclo de 

Krebs para obtenção de esqueleto carbônico importantes para a síntese de diversos 

aminoácidos. Outra utilidade está na obtenção de NADH (do inglês: nicotinamide adenine 

dinucleotide, ou dinucleótido de nicotinamida e adenina) ou FADH2 (do inglês, flavin 

adenine dinucleotide, ou dinucleótido de flavina e adenina) que funcionam como 

transportadores de elétrons para a fosforilação oxidativa e a obtenção de ATP (Kim & 

Winge, 2013; Rich, 2003). 

Muitos dos microrganismos conhecidos metabolizam fontes de carbono diferentes 

dos tradicionais açúcares e isso afeta diretamente os produtos e subprodutos. Da literatura 
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de leveduras, é possível encontrar como exemplos o gênero Komagataella que é capaz de 

consumir metanol (Zhang et al., 2003) associado a produção de proteínas e ácidos orgânicos 

ou os gêneros Candida e Yarrowia que são capazes de consumir substratos hidrofóbicos 

como ácidos graxo ou óleos (Fickers, Benetti, et al., 2005; Reed & Nagodawithana, 1990) e 

geralmente têm o seu crescimento associados à produção de lipase. No entanto, em meio 

rico em açúcar o consumo da fonte de carbono está associado à produção de ácido cítrico 

(Papanikolaou et al., 2002). Da literatura de bactérias, é possível encontrar o gênero 

Clostridium sp. que é capaz de consumir celulose ou monóxido de carbono (Liberato et al., 

2019) associado à produção de álcoois como butanol e etanol ou ácidos orgânicos e o gênero 

Nocardia sp. que é capaz de consumir hidrocarbonetos (Alvarez et al., 1996; Wink et al., 

2017) e produzir glicerídeos e substâncias de alto peso molecular como ceras. 

Assim como o carbono, o nitrogênio orgânico ou inorgânico é um macronutriente 

essencial para o crescimento e produção de diversos produtos de interesse industrial. As 

fontes de nitrogênio são muito variadas. Sais de amônia e aminoácidos são exemplos de 

fontes simples de nitrogênio, mas comumente fontes de proteínas complexas como o extrato 

de lêvedo e peptona são utilizados (Hakobyan et al., 2012; Helena et al., 2002). 

A complexidade da fonte de nitrogênio afeta diretamente algumas características do 

produto do meio. A comum formação de H2S (ácido sulfúrico) por leveduras na fermentação 

alcoólica de vinho, associada a aromas desagradáveis no produto final, pode ser reduzida 

com a adição de fontes não-complexas de nitrogênio no mosto fermentativo (Reed & 

Nagodawithana, 1990; Ugliano et al., 2011). Por outro lado, com a levedura Yarrowia 

lipolytica, a adição de fontes complexas de nitrogênio de origem proteica induzem a 

formação de produtos como proteases (Ogrydziak, 1988). 

 

3.2. Condições de cultivo 

Temperatura e pH são fatores essenciais não apenas para o crescimento microbiano 

como também para o melhoramento da produção de enzimas. O crescimento microbiano está 

diretamente relacionado a capacidade da célula de absorver nutrientes que são transformados 

em biomassa. No contexto de fontes complexas de nutrientes (por exemplo, triglicerídeos, 

proteínas de alto peso molecular, polímeros naturais de carboidratos), a absorção desses 

nutrientes está diretamente relacionada com a produção de enzimas como, lipases, proteases, 
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amilases, celulases, dentre outros, excretadas para meio de cultivo a fim de degradar 

moléculas complexas em moléculas menos complexas (Najjar et al., 2011). 

A atuação dessas enzimas no meio de cultivo é vinculada a temperaturas e pHs 

ótimos para a reação enzimática. De modo geral, temperaturas não podem ser 

exacerbadamente altas a fim de afetar a termoestabilidade ou causar desnaturação, mas 

também não pode ser tão baixa a ponto evitar que o encontro entre catalisador e substrato 

ocorra (Santos Aguilar & Sato, 2018; Elias et al., 2014). O meio não pode ser ácido ou 

alcalino demais a ponto de afetar grupos ionizados da proteína, o que afetaria diretamente a 

sua atividade no meio de cultivo (Frankenberger & Johanson, 1982). Ambos os fatores são 

responsáveis diretos pela inativação de enzimas quando em condições extremas. 

Da literatura, observam-se diversos microrganismos conhecidos como extremófilos 

(geralmente archeas e bactérias), ou seja, capazes de atuar em condições de pH e temperatura 

extremas. Dentre eles, podemos citar: Thermotoga maritime e Aquifex pyrophilus, capazes 

de crescer em temperaturas próximas ao ponto de ebulição da água, apresentam enzimas com 

maior quantidade de estrutura secundária do tipo folha β em proteínas que lhes concede 

maior termotolerância, além disso, a alteração dos perfil de ácidos graxos que compõem a 

bicamada fosfolipídica da membrana é outra estratégia observada; os gêneros Candida, 

Pseudomonas, Methanogenium possuem espécies que se adaptam bem a temperaturas baixas 

produzindo proteínas de estrutura flexível (Gupta et al., 2014); a espécie Ferromicrobium 

acidophilus é capaz de sobreviver em pHs extremamente baixos e produz enzimas capazes 

de oxidar o ferro e utiliza-lo como aceptor final de hidrogênio (Johnson, 1998). 

Apesar da existência na natureza, esses microrganismos são exceções, e em sua 

grande maioria, bactérias, fungos filamentosos e leveduras, têm seu crescimento associado 

a temperaturas e pHs mais amenos. É por isso que a indústria de alimentos utiliza acidulantes 

e processos térmicos para a conservação de alimentos e inativação ou indução da 

bacteriostase nos microrganismos presentes. 

Outro fator físico importante em processos de biotransformação é a quantidade de 

oxigênio dissolvido em meio, diretamente relacionada à aeração e agitação do meio. A 

agitação, por sua vez, também está relacionada à homogeneidade dos nutrientes. A 

quantidade de oxigênio disponível no meio de cultivo é importante para atender as demandas 

metabólicas. Enquanto alguns microrganismos são estritamente aeróbios e seu crescimento 
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e produção de metabólitos está associada a alta quantidade de oxigênio dissolvido, há 

microrganismos conhecidos como anaeróbios, geralmente bactérias, cujo efeito inibitório ou 

dano oxidativo ao DNA é conhecido. Diversos seres podem sobreviver em ambos os 

ambientes como é o caso de bactérias produtoras de ácido lático (Soleimani et al., 2017) e 

leveduras cervejeiras (Stewart, 2016), apesar de conseguirem sobreviver em meio sem 

oxigênio apenas por um número limitado de gerações. 

Tratando-se de microrganismos estritamente anaeróbios, foi observado o aumento de 

8OHdG (8-hydroxydeoxiguanosina), uma proteína produzida quando há dano ao DNA em 

células causada por estresse oxidativo em Prevotella melaninogenica quando exposta a 

oxigênio (Takeuchi et al., 2000). O crescimento de Desulfovibrio gigas pode ser inibido 

quando o meio de cultivo é adicionado de oxigênio (Fareleira et al., 2003).  

Por outro lado, quando se trata de microrganismos estritamente aeróbios, o kLa 

(coeficiente de transferência de oxigênio gás-líquido, da bolha de ar para a célula) é um 

importante fator na produção de metabólitos. Com a levedura Yarrowia lipolytica, em 

biorreator, é possível produzir 960 U/L de lipase quando o kLa é de 8,5 h-1 (100 rpm e vazão 

específica de ar de 0,8 vvm), mas aumentando-se o kLa para 12,2 h-1 (200 rpm e vazão 

específica de ar de 0,8 vvm) foi possível obter até 4680 U/L de atividade enzimática (Alonso 

et al., 2005). García-Ochoa et al. (2000) também mostram os efeitos do kLa sobre a produção 

de goma xantana por Xanthomonas campestris, assim como as relações diretas com a 

viscosidade do meio e taxa de consumo dos substratos (sucrose e fonte de nitrogênio). 

Guerreiro et al. (2019) mostraram os efeitos do kLa na produção de lipídeos intracelular por 

Rhodosporidium toruloides, evidenciando como a concentração de oxigênio foi o limitante 

no processo. 

A agitação não é um fator intuitivamente relacionado a oxigenação, mas tratando-se 

de biorreatores, ela afeta o tempo de residência, tamanho da bolha no meio, e 

consequentemente, a superfície de contato com o líquido (Liu et al., 2014). Em frascos 

agitados orbitalmente em incubadoras, os parâmetros de aeração são controlados pela 

velocidade de agitação, ou seja, rápida homogeneização do sistema já que não há injeção de 

ar. Nestes sistemas, a oxigenação ocorre por difusão na superfície de contato entre o gás e 

líquido (Tunac, 1989). 

O aumento da agitação não pode ser uma estratégia usada indiscriminadamente para 
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aumentar a produtividade de metabólitos. Agitações altas são capazes de causar estresse por 

cisalhamento em células ou estresse oxidativo, principalmente na ausência de parede celular, 

como é o caso de células animais, alterando não apenas a viabilidade celular, como também 

se fungos filamentosos crescerão como micélios soltos ou pellets densos (Böhm et al., 2019). 

Queda na viabilidade celular pode ser observado na produção de inulinase por 

Kluyveromyces marxianus (Santharam et al., 2019; Yépez Silva-Santisteban & Maugeri 

Filho, 2005). Garcia-Ochoa et al. (2013) mostram dano celular em células de Xanthomonas 

campestres e queda na produção de goma xantana em agitações acima de 500 rpm em 

biorreator. Ghobadi et al. (2017) observaram os mesmos efeitos com queda de atividade 

enzimático com Aspergillus oryzae quando se altera o impelidor em um biorreator. Os efeitos 

de agitações altas podem ser vistos na redução na produção de lipase quando se atinge 300 

rpm ou 400 rpm no estudo de Alonso et al. (2005), mesmo que isso tenha sido resultado num 

aumento do kLa de 26,0 h-1 para 54,5 h-1, posteriormente, Brígida et al.( 2013) atingiu 650 

rpm e 268,3 h-1 sem observar os mesmos efeitos em células de Yarrowia lipolytica. 

 

3.3.  Lipases 

3.3.1. Conceito 

Lipases (triacilglicerol acilhidrolases EC 3.1.1.3) são proteínas catalíticas. Lipases, 

especificamente, têm ação em ligações éster, como por exemplo em triacilgliceróis, entre as 

cadeias de ácidos graxos e a molécula de glicerol. Essas reações são conhecidas como 

hidrólise, quando há a quebra da molécula de glicerídeos em glicerol e ácidos graxo; 

esterificação, quando há a formação de glicerídeos a partir de uma molécula de glicerol e 

ácido graxo; transesterificação quando há a troca do radical proveniente do ácido graxo com 

uma molécula externa; e interesterificação quando há a troca do entre os radicais proveniente 

do ácido graxo entre moléculas glicerídicas. A Figura 1 ilustra a principal reação catalisada 

pela lipase (Oliveira, 2015). 
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A atividade de água, junto a disponibilidade de substrato, é a principal propriedade 

físico-química do meio reacional a direcionar a catálise para hidrólise ou esterificação. 

Muitas lipases tem como característica a presença de uma tampa α-hélice que protege o sítio 

catalítico. Esta tampa é aberta na presença de interface entre água e substratos hidrofóbicos 

(Hari Krishna & Karanth, 2002) favorecendo a reação de hidrólise e permanece fechada na 

ausência de água. Kvittingen et al. (1992) mostram que existe uma quantidade de água 

necessária para que a enzima mantenha sua atividade, esse mínimo de água é conhecido 

como camada de solvatação ou hidratação da proteína e tem um papel fundamental na 

integridade estrutural da enzima e na conformação da molécula que possui atividade. 

Na cinética de reações por esterificação, a formação de água, inerente ao processo, 

tem efeito inibitório na síntese de moléculas, uma vez que o aumento da atividade de água, 

ao longo do tempo no sistema, tende a induzir a hidrólise (Stergiou et al., 2013) e competir 

com o substrato da reação no sítio catalítico. O mesmo não ocorre em reação de 

transesterificação e interesterificação, uma vez que não há a formação da molécula de água 

no sistema (Hari Krishna & Karanth, 2002). 

Lipases e esterases essencialmente catalisam a mesma reação. Apesar de agirem 

sobre a mesma ligação éster em moléculas, esterases agem sobre ésteres carboxílico de 

cadeia curta e podem possuir tampa diferente da formação α-hélice observada protegendo o 

sítio catalítico em lipases. Ésteres agem sobre uma menor gama de substratos tendo ação 

reduzida sobre ligações éster de ésteres carboxílicos de cadeia longa (Hari Krishna & 

Karanth, 2002). 

 

Figura 1. Reação direta de esterificação da molécula de glicerol e formação do triglicerídeo.. A 

reação reversa corresponde a hidrólise completa de uma molécula de triglicerídeo em glicerol e 

ácidos graxos. Fonte: Adaptado de Oliveira (2015). 
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3.3.2. Aplicações 

As aplicações de lipases são bastante diversas por serem enzimas que catalisam uma 

grande gama de substrato e por serem enzimas específicas com enantiosseletividade, 

regiosseletividade e quimioseletividade. As aplicações podem ter finalidade na obtenção do 

produto reacional: tratando-se de hidrólises, há o interesse do ácido graxo obtido; para 

esterificação há interesse em glicerídeos; para transesterificação e interesterificação há o 

interesse na obtenção de glicerídeos modificados. Outras aplicações estão numa abordagem 

mais direta, em que há o interesse na remoção do substrato. 

Na indústria de laticínios, lipases podem ser utilizadas na obtenção de hidrolisados 

de gordura de leite para a manipulação de aromas e sabores similares ao queijo. Fraga et al. 

(2018) e Duan et al. (2019) descrevem um processo de obtenção de gordura de leite 

lipolisada (LMF, Lipolyzed milk fat) para obtenção de aromas artificiais de queijo e 

utilização na indústria de alimentos. Chen et al. (2021) reportam um processo de redução de 

aromas não desejados no leite de cabra pela utilização de lipases que agem hidrolisando a 

gordura do leite seguido de uma esterificação para glicerídeos com aromas mais desejados. 

Moujehed et al. (2022) descrevem um processo de tratamento de pele de ovelha para 

obtenção do couro e Li et al. (2020) a utilidade em pele de porco para obtenção do couro. A 

utilização da enzima nessa indústria é importante para a redução de poluentes nas efluentes 

da indústria que comumente utiliza surfactantes e solventes orgânicos para a remoção não 

apenas de gordura na pele de animais, mas também de pelos, queratina, albuminas e 

globulinas (Khambhaty, 2020). 

Na mesma esfera de aplicação das enzimas para remoção de substrato, tem-se a 

indústria de detergentes. Abol-Fotouh et al. (2021) e Khmaissa et al. (2022) mostram uma 

abordagem da aplicação de lipases para incorporação em detergentes e remoção de óleo e 

manchas provenientes de óleos lubrificantes, batons, manteiga e chocolate. O maior desafio 

desta indústria está na preservação da atividade enzimática e estabilidade da enzima quando 

é incorporada ao detergente. Para isso deseja-se lipases com alta tolerância a variações no 

pH e altas temperaturas, uma vez que comumente se utiliza detergente em conjunto com 

água morna-quente para aumentar a solubilidade de lipídeos e atividade enzimática (Abol-

Fotouh et al., 2021; Phukon et al., 2020). 

As indústrias alimentícia, cosmética e farmacêutica utilizam ésteres, que podem ser 
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obtidos por rota enzimática, para se obter aromas e fragrâncias. Reações de síntese 

comumente utilizam enzimas em formato imobilizado visando o reaproveitamento do 

catalisador em reações subsequentes para reduzir custos. Oliveira et al. (2019) reportam a 

utilização de lipase de Rhizomucor miehei imobilizada em quitosana para a síntese de metil 

e etil butirato sendo possível reutilizar a enzima em até sete ciclos. Bayramoglu et al. (2022) 

descrevem a utilização de lipase de Candida rugosa imobilizada em cápsulas magnéticas de 

quitosana para a síntese de acetato de isoamila (aroma de banana). Silva Corrêa et al. (2020) 

estudaram a utilização de lipase de Thermomyces lanuginosus e Candida antartica 

imobilizadas para a síntese de ésteres derivados dos terpenos, geraniol e citronelol. A 

obtenção de ésteres por esterificação enzimática tem como maior vantagem a pureza do 

produto. A extração direta de ésteres é muito custosa devido à baixa concentração em 

vegetais e a síntese química gera muito poluentes. 

As reações de transesterificação e interesterificação têm objetivos similares aos 

citados e um resumo das aplicações de lipases na indústria está resumido na Tabela 1  (Hari 

Krishna & Karanth, 2002). 

 

Tabela 1. Aplicações de lipases na Indústria de Biotecnologia. Fonte: adaptado de Hari 

Krishna & Karanth (2002). 

Indústria Processo Produto e aplicação 

Laticínios o Hidrólise o Hidrólise gordura de leite 

Óleos naturais o Transesterificação de 

óleos para gorduras 

o Manteiga de cacau 

Panificação, 

cervejeira e 

alimentícia 

o Hidrólise o Melhoramento de sabor e 

qualidade em bebidas, carne, 

produtos de peixe 

Couro o Hidrólise o Remoção de gordura de pele de 

animais 

Detergente o Hidrólise o Remoção de manchas de óleos e 

gorduras 

Aroma, sabor de 

fragrância 

o Esterificação e 

transesterificação 

o Síntese de ésteres de sabor natural 

 
o Interesterificação o Lactonas macrocíclicas para 

perfumaria 

Surfactante o Glicerólise de 

gorduras e óleos 

o Monoacil gliceróis para 

surfactantes  
o Acilação de álcoois 

de açúcar 

o Monoacil ésteres de açúcar para 

surfactantes 
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Fármacos o Resolução de álcoois 

e ésteres racêmicos 

o Fármacos quirais e inseticidas 

Polímeros o Poliesterificação de 

diésteres com dióis 

o Oligômeros de alquídicos 

  o Transesterificação de 

monossacarídeos 

o Ésteres de acrilato 

 

3.3.3. Frações de lipase em uma célula microbiana 

Extratos enzimáticos podem ser originados de diversos locais num meio de cultivo. 

A centrifugação do meio de cultivo é a forma mais rápida para a obtenção desses extratos 

em nível laboratorial e na indústria pode ser utilizado tanto processos de centrifugação 

contínua quanto a filtração contínua. A obtenção unicamente deste extrato extracelular, 

entretanto, é uma perda de potencial biotecnológico de outras porções de lipase que podem 

estar associadas à membrana celular ou em suspensão no citoplasma (intracelular). A Figura 

2 mostra um esquema de localização da lipase numa célula (Pereira-Meirelles et al., 2000). 

 

O processo de obtenção da porção intracelular de lipase é descrito por Panek et al. 

(1987) pela lavagem das células, seguido da ruptura da membrana e parede celular (quando 

existente) pela agitação com pérolas de vidro. A porção intracelular corresponde ao 

sobrenadante após a centrifugação, enquanto a porção associada à membrana corresponde 

ao precipitado. Posteriormente, algumas variações do método foram realizadas para 

obtenção das enzimas. Fraga et al. (2020) utilizaram o tratamento com ultrassom para 

rompimento e formação de microfuros na superfície da membrana e obtenção da parcela 

associada à membrana, enquanto Fickers et al. (2005) utilizaram apenas uma lavagem com 

Figura 2. Esquema de representação da localização da lipase durante o cultivo de células de 

Yarrowia lipolytica. I – lipase intracelular; M – lipases associada à membrana celular; E – 

lipases extracelular. Fonte: adaptado de Pereira-Meirelles et al. (2000). 
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tampão Na/K para a remoção da mesma parcela, podendo não ser total o aproveitamento 

dessa lipase. 

 

3.4.  Yarrowia lipolytica 

3.4.1. Características 

Yarrowia lipolytica é uma levedura estritamente aeróbia e não-convencional, ou seja, 

que possui um maquinário diferente das leveduras tradicionais Saccharomyces cerevisiae e 

Schizosaccharomyces pombe. Sendo suas variantes selvagens não capazes de realizar 

fermentação alcoólica, ela não é utilizada na produção de bebidas alcoólicas ou na indústria 

de panificação. Desde sua descoberta, já foi nomeada de Candida lipolytica (desde sua 

descoberta), Endomycopsis lipolytica (1970), Saccharomyces lipolytica (1972) e finalmente 

Yarrowia lipolytica (1980). 

A levedura possui o status GRAS (Generally regarded as safe) pela FDA (Food and 

Drug Administration, EUA), ou seja, é segura para a utilização nas indústrias de alimentos 

e bebidas e farmacêutica. O título também confere ao microrganismo um atrativo para uso 

ambiental já que pouco ou nenhum impacto ambiental é observado de microrganismos 

isolados da natureza a depender da quantidade. 

É uma levedura modelo de dimorfismo (Nicaud, 2012), podendo se apresentar tanto 

na forma leveduriforme quanto na forma de hifas e pseudohifas como mostra a Figura 3. A 

formação de hifas é uma característica de estresse gerado por limitações do meio de cultivo 

como esgotamento das fontes de nutrientes e pode ser induzida em fermentações com ácidos 

Figura 3. Morfologia de diferentes cepas da levedura Yarrowia lipolytica em meio YPD (extrato 

de lêvedo, peptona e glicose). (a) Forma leveduriforme. (b) Formação de pseudohifas. (c) 

Formação de hifas. Fonte: elaboração própria. 
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graxos e fontes de nitrogênio como caseína e extrato de carne (Spencer et al., 2002). 

O isolamento da Y. lipolytica foi historicamente realizado de meios poluídos, 

despejos e alimentos  conhecidos como fontes de hidrocarbonetos e lipídeos: consórcio de 

microrganismos do estuário da Baia de Guanabara (Hagler; Mendonça-Hagler, 1981), 

manteiga comercial e comida congelada (Sinigaglia et al., 1994), água poluída de petróleo 

(Zinjarde et al., 1998) e queijos (Suzzi et al., 2001),  

Essa espécie é capaz de utilizar substratos hidrofóbicos como fonte de carbono, entre 

eles, ácidos graxos, tri-, di- e mono- glicerídeos, hidrocarbonetos alifáticos e aromáticos. A 

estratégia que é utilizada pela célula para facilitar a absorção dessas fontes de nutrientes é a 

produção de biossurfactantes (Albuquerque et al., 2006) que agem reduzindo o a tensão 

superficial na interface líquido-líquido (hidrofóbico e hidrofílico). Os biossurfactantes 

produzidos por Y. lipolytica podem ser caracterizados como um complexo de lipídeo-

carboidrato-proteína com alta atividade de emulsificação e estabilidade em uma ampla faixa 

de pH (3-9), possuindo a habilidade de formar emulsões óleo-em-água com hidrocarbonetos 

alifáticos e aromáticos como perfluorocarbonos (Amaral et al., 2006). 

Os ácidos cítrico, isocítrico e alfa-cetoglutárico que são intermediários do ciclo de 

Krebs, são uns dos diversos metabólitos secretados pela Y. lipolytica. A condição de cultivo 

para produção de ácido cítrico e isocítrico e sua secreção por Y. lipolytica é a limitação do 

crescimento celular pela deficiência de carbono e nitrogênio do meio de cultura (Fickers, 

Benetti, et al., 2005). O uso desta levedura para produção do ácido cítrico tem vantagem 

sobre o fungo filamentoso Aspergillus niger (tradicionalmente conhecido pela produção de 

ácido cítrico): o alto grau de conversão, aumento da produtividade e a melhora do controle 

do processo devido à natureza unicelular da levedura são alguns dos exemplos (Fickers, 

Benetti, et al., 2005). Por outro lado, a purificação da molécula é dificultada pela presença 

do ácido isocítrico. É estimado que sejam produzidos 736 mil toneladas de ácido cítrico por 

ano (Behera et al., 2021) com um aumento anual de 3-4%. 

Dos aditivos da indústria alimentícia que também são produzidos pela levedura, 

pode-se destacar os açúcares manitol e eritritol. Ambos são derivados da oxidação da frutose-

6P e o equilíbrio entre a produção desses açúcares depende altamente do estresse osmótico 

do meio de cultivo (da Silva et al., 2018; Yang et al., 2014). O interesse do eritritol é 

majoritariamente devido a seu poder adoçante, que ao contrário da sucralose, possui sabor 
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menos acentuado. Já o manitol, tem utilidade na indústria farmacêutica e médica como é 

descrito por Shawkat et al. (2012). Outros açúcares funcionais produzidos são: xilitol, 

trealose, isomaltulose, D-treitol, fructooligosacarídeos, galactooligosacarídeos, 

isomaltooligosacarídeos e eritrulose (Bilal et al., 2020),  

Proteínas de microrganismos unicelulares (SCP, single cell protein) e óleo de 

microrganismos unicelulares (SCO, single cell oil), foram uns de seus primeiros produtos de 

valor a terem sua produção considerada atrativa pela indústria. A origem desse interesse 

estava na abundância de n-alkanos na década de 1960, utilizados como fonte de carbono para 

a produção de SCP e SCO. Para a produção têm-se o objetivo de obter a maior concentração 

celular possível em grandes biorreatores para viabilidade do processo (Barth & Gaillardin, 

1996) que nunca foi atingida. Atualmente as pesquisas na área são direcionadas na alta 

produtividade concomitante entre SCP ou SCO e outros metabólitos da Y. lipolytica como 

lipase ou a expressão heteróloga de inulinase (Yan et al., 2018; Zhao et al., 2013). 

Dos produtos enzimáticos de maior relevância, destacam-se as diversas frações de 

lipase. 

 

3.4.2. Lipases de Yarrowia lipolytica 

Das lipases de Yarrowia lipolytica mais estudadas, destacam-se: a Lip2, a lipase 

majoritariamente produzida pela levedura e que compõe a parcela extracelular com afinidade 

a ésteres de cadeia longa entre dezesseis e dezoito carbonos derivados de p-nitrofenil (Akil 

et al., 2016); a Lip7, que compõe parte da lipase de parede celular com maior afinidade a 

ésteres de cadeia curta-média entre quatro e oito carbonos (Fickers, Fudalej, et al., 2005); a 

Lip8, que também compõe parte da lipase de parede celular com maior afinidade a ésteres 

de cadeia media entre oito e doze carbonos (Akil et al., 2016; Fickers, Fudalej, et al., 2005). 

Ota et al. (1982) descrevem um método para obtenção da parcela de lipases ligadas 

a parede celular (Lip7 e Lip8) pela lavagem das células com tampão fosfato 50 mM pH 7,0, 

mas como pode ser observado no trabalho de Nunes et al. (2014) há atividade residual nas 

células após a lavagem e tratamento da suspensão de células com ultrassom, indícios de que 

essa extração não é total. Fraga et al. (2018) mostraram que o resultado desse tratamento 

pode ser utilizado como biocatalisador naturalmente imobilizado e de alta atividade 
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catalítica. 

O sítio catalítico da lipase Lip 2 de Y. lipoltica é semelhante ao das proteases alcalinas 

produzidas e é constituído de uma serina, uma histidina e uma asparagina, como mostra a 

Figura 4 (Aloulou et al., 2013). Na figura, é possível observar a característica tampa, 

observada em lipases, que fecha o sítio catalítico na ausência de substratos hidrofóbicos. 

A semelhança entre o sítio catalítico das proteases alcalinas e da lipase Lip2 está na 

presença do aminoácido serina (Matoba et al., 1997). Alguns produtos químicos como 

EDTA (ácido etilenodiamino tetra-acético), PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonil) e SDS 

(dodecil sulfato de sódio) são conhecidos por possuir atividade inibitória em enzimas, 

principalmente o PMSF que é utilizado como inibidor do aminoácido serina em proteases 

(Bessadok et al., 2017). É possível que a ação inibitória desses compostos e de sais metálicos 

sejam parecidas na lipase Lip2 e nas proteínas alcalinas (Ma et al., 2007). O melhoramento 

de um meio de cultivo pode estar no equilíbrio da utilização desses compostos no meio de 

cultivo, inibindo majoritariamente a protease em comparação com a parcela extracelular de 

lipase. 

 

Figura 4. Estrutura cristalina de raio-X de Lip2 não glicosilada da mutante Y. lipolytica 

N113Q/N143Q. (a) A figura mostra as principais estruturas secundárias da proteína: em amarelo 

folha-β e roxo α-hélice. (b) A figura mostra a principais estruturas da lipase: a α-hélice colorida 

corresponde a tampa da lipase em seu estado fechado do aminoácido 88 até o aminoácido 105; os 

3 aminoácidos coloridos correspondem ao sítio ativo, em verde, serina (aminoácido 162), em 

vermelho, asparagina (aminoácido 230) e em azul, a histidina (aminoácido 289). Fonte: 

reprodução própria no Software 3D VMD 1.9.3, adaptado de Aloulou (2013). 
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Por outro lado, a indução da produção de lipase parece não ser associada a um fator 

metabólico apenas. Hooker et al. (1997) mostraram que em Xanthomonas maltophila NK7 

a produção de lipase está associada mais a decapagem da lipase por micelas e emulsões do 

que pela indução do metabolismo pela utilização de fontes de carbono glicerídicas 

catabolizadas pela lipase produzida. Em microrganismos como Y. lipolityca, o 

biossurfactante como produto metabólico, e a formação de micelas (Santos et al., 2021), 

pode ser responsável pela indução da expressão de lipase no meio extracelular sem a 

utilização de indutores. Isso explica a capacidade de se produzir lipase sem a adição de óleos 

ou glicerídeos no meio de cultivo apenas com fontes simples de carbono como a glicose. 

 

3.4.3. Meio de cultivo para produção de lipases por Yarrowia lipolytica 

Trabalhos sobre produção de lipase por Y. lipolytica, tratam sobre a utilização de 

meios complexos. Pereira-Meirelles, (1997) faz um estudo abrangente sobre a utilização de 

diferentes fontes de nitrogênio (orgânicas e não orgânicas) e diferentes fontes de carbono 

para obtenção da enzima. Neste trabalho, é observado os efeitos de fontes de nitrogênio no 

meio de cultivo como: extrato de lêvedo (0,1 %), peptona (0,64 %), sulfato de amônio 

(0,28%) e ureia (0,14 %); e fontes de carbono como: sucrose (2 %), tributirina (1 %), azeite 

de oliva (1 %), glicose (2%), trioleína (1 %), ácido oleico (0,96 %) e glicerol (0,1%). Foi 

observado que fontes de nitrogênio complexas são mais eficazes na produção de lipase, o 

extrato de lêvedo necessário como fonte de vitaminas e ácidos graxos e triglicerídeos de 

cadeia longa são boas fontes de nitrogênio indutoras de lipase extracelular (Pereira-

Meirelles, 1997; Santos et al., 2021). 

Trabalhos mais atuais discutem sobre a utilização de coprodutos da indústria como 

fontes alternativas de ácidos graxo e triglicerídeos de cadeia longa como fontes de carbono 

indutoras na produção de lipase. Pereira et al. (2019) mostram a utilização de cascas e 

sementes de manga como substrato durante fermentação submersa em meio suplementado 

unicamente com extrato de lêvedo. Nunes et al. (2021) utilizaram óleo de soja residual de 

fritura para produção e caracterização de lipase associada à membrana (Lip7p e Lip8p). 

Fraga et al. (2020 & 2021) mostraram a produção de lipases extracelular e associada à 

membrana utilizando óleo de palma residual de fritura e resíduos da produção do óleo de 

palma. Óleo de peixe residual também pode ser utilizado com indutor na produção de lipase 
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extracelular como mostraram Snopek et al. (2021). 

O biocatalizador também pode ser produzido por fermentação em estado sólido. 

Sales et al. (2020 & 2021) utilizaram casca de maça e melancia, cortiça comercial e plástico 

PET (politereftalato de etileno) como indutores para produção de lipase e esterase. Nas 

condições em que foi utilizado plástico PET também foi observado a formação de BHET 

(do inglês, bis(2-hydroxyethyl) terephthalate ou tereftalato de bis-hidroxietila), um produto 

da despolimerização do PET. 
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Capítulo 4. Materiais e métodos 

4.1.  Preservação e armazenamento da levedura 

Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682/1, originalmente isolada da Baía de Guanabara 

no Rio de Janeiro, Brasil (Hagler; Mendonça-Hagler, 1981), e modificada por sucessivas 

propagações em meio sólido (Silva et al., 2020) foi cultivada durante a noite em meio YPD 

(1% extrato de lêvedo, 2% peptona e 2% glicose) a 28° C e 160 rpm. Frascos criogênicos 

foram preparados pela adição de glicerol ao meio de cultura da levedura na proporção de 1:1 

v/v. Os tubos foram estocados a -20° C e utilizados para inocular cada pré-inóculo. 

 

4.2.  Propagação e inóculo 

No pré-inóculo, células da levedura cresceram por 72 h em frascos de Erlenmeyer de 

500 mL com 200 mL de meio YPD a 28° C e 160 rpm. Na etapa de inóculo do meio de 

produção, células do pré-inóculos foram centrifugadas a 4000 rpm por 10 min a 4 ºC e 

inoculadas com uma densidade celular de 1 g de peso seco de célula L-1. 

 

4.3.  Ensaios de inibição de lipase por sais metálicos 

Para a obtenção do extrato enzimático com alta concentração de lipase, foi realizado 

um cultivo de Y. lipolytica em reator de bancada (New Brunswick MF-114, Sci. Inc., USA) 

com volume de 3,5 L de meio, agitação de 550 rpm e temperatura ambiente em meio 

YPOFR, composto por 1% de extrato de levedo, 2% de peptona e 0,5% de óleo de fritura 

residual, durante 24 h (Fraga et al., 2018). Dois mililitros de antiespumante (Antifoam – 

Sigma, UK) foram adicionadas ao cultivo para evitar a formação de espuma. O meio após a 

batelada em reator foi centrifugado a 4000 rpm por 10 min e filtrado em filtros 0,22 µm para 

a remoção de células residuais. Para o estudo de inibição de lipase, foram adicionados sais 

para obtenção de extratos enzimáticos com concentração final de sal entre 1 e 5 mM, que 

foram mantidos em um agitador orbital a 250 rpm e 28 °C por 1 hora (adapatado de Bessadok 

et al., 2017).  

Foram utilizados os seguintes sais em solução: sulfato ferroso (FeSO4), sulfato de 

zinco (ZnSO4), cloreto de níquel II (NiCl2), cloreto de cobalto II (CoCl2), cloreto de 
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manganês II (MnCl2), cloreto de cúprico (CuCl2) e cloreto férrico (FeCl3). Após o processo, 

a atividade enzimática do extrato foi medida conforme descrito no item 4.3. 

 

4.4.  Definição do tempo de fermentação 

O tempo de fermentação foi definido através do máximo produtividade de lipase 

extracelular de uma fermentação em meio YP*D, composto de 1% extrato de lêvedo, 0,64% 

peptona e 2% glicose (Amaral, 2007). A cinética de crescimento foi realizada em 

microplacas de 24 poços de 10 mL, Axygen®, com 2 mL de meio de produção a 28° C e 

250 rpm. Neste teste foi avaliado o crescimento celular por densidade óptica, o pH durante 

as 72 h de fermentação e a atividade de lipase extracelular. 

 

4.5.  Planejamento experimental e análise estatística 

Um delineamento composto central rotacional (DCCR) 2k, com k=3, foi realizado 

para o melhoramento das concentrações dos componentes do meio de cultivo para produção 

da fração extracelular da lipase de Y. lipolytica. Glicose, extrato de lêvedo e peptona foram 

as variáveis independentes com concentrações descritas na Tabela 2. Cinco níveis de cada 

fator (-1,68; -1; 0; 1; 1,68) foram utilizados e a combinação entre eles resultou num total de 

17 ensaios: 8 pontos fatoriais, 6 pontos axiais e 3 pontos centrais (Tabela 2). Os ensaios 

foram realizados em Erlenmeyer de 500 mL com 100 mL de meio de produção e em 

microplacas de 24 poços de 10 mL, Axygen®, com 2 mL de meio de produção a 28° C e 

250 rpm, em meio com tampão fosfato de potássio 100 mM pH 7,0 (PBM, phosphate 

buffered medium) e em meio sem tampão fosfato (NBM, non-buffered medium). Os ensaios 

em microplaca foram realizados em duplicata. Foi adotado como variável de resposta a 

atividade de lipase extracelular (U. L-1) após um período de incubação de 24 h (pico de 

produtividade definido no meio YP*D). O Software Statistica 10.0 foi utilizado para avaliar 

a melhor composição do meio para máxima produção de lipase após 24 h.  
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Tabela 2. Matriz design do experimento com valores de concentração de glicose, peptona, 

extrato de lêvedo em cada ensaio. O asterisco indica os pontos centrais do experimento. 

Ensaio Glicose (%) Peptona (%) Extrato de lêvedo (%) 

1 0,506 (-1,00) 0,506 (-1,00) 0,3 (-1,00) 

2 0,506 (-1,00) 1,994 (1,00) 1,2 (1,00) 

3 1,994 (1,00) 0,506 (-1,00) 1,2 (1,00) 

4 1,994 (1,00) 1,994 (1,00) 0,3 (-1,00) 

5* 1,25 (0,00) 1,25 (0,00) 0,75 (0,00) 

6 0,506 (-1,00) 0,506 (-1,00) 1,2 (1,00) 

7 0,506 (-1,00) 1,994 (1,00) 0,3 (-1,00) 

8 1,994 (1,00) 0,506 (-1,00) 0,3 (-1,00) 

9 1,994 (1,00) 1,994 (1,00) 1,2 (1,00) 

10* 1,25 (0,00) 1,25 (0,00) 0,75 (0,00) 

11 0 (-1,68) 1,25 (0,00) 0,75 (0,00) 

12 2,50 (1,68) 1,25 (0,00) 0,75 (0,00) 

13 1,25 (0,00) 0 (-1,68) 0,75 (0,00) 

14 1,25 (0,00) 2,50 (1,68) 0,75 (0,00) 

15 1,25 (0,00) 1,25 (0,00) 0 (-1,68) 

16 1,25 (0,00) 1,25 (0,00) 1,5 (1,68) 

17* 1,25 (0,00) 1,25 (0,00) 0,75 (0,00) 

 

Um modelo polinomial de segunda ordem foi proposto para avaliar a resposta 

verdadeira na condição otimizada. A função a que se foi aproximado os dados é dada pela 

equação 1: 

𝑈. 𝐿24ℎ
−1 =  𝛽0 + ∑ 𝛽𝑖 𝑋𝑖 + ∑ 𝛽𝑖𝑖 𝑋𝑖

2 + ∑ 𝛽𝑖𝑗 𝑋𝑖𝑋𝑗    (1) 

Onde, β0 é a interseção como eixo y, βi são coeficientes lineares, βii são coeficientes 

quadráticos, βij são coeficientes de interação e variáveis codificadas são Xi e Xj (G para 

glicose, YE para extrato de lêvedo e P para peptona). 

Análise de variância (ANOVA) foi aplicada para análise estatística dos resultados. 

A significância de cada termo da equação foi obtida utilizando o teste de Fisher (F-test) à 

5% de significância. Os termos que foram considerados insignificantes foram removidos do 

modelo. O ajuste do modelo aos dados foi testado através do coeficiente de determinação 

R2. 
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4.6.  Validação do modelo obtido e comparação em diferentes condições 

A validade do modelo foi confirmada através de fermentação em triplicata em 

microplacas de 24 poços de 10 mL, Axygen®, com 2 mL de meio de produção a 28° C e 

250 rpm com a composição do meio que maximiza a equação 1. Os resultados foram 

comparados com o meio YP*D de Amaral (2007), utilizado para produção de lipase em 

biorreator composto por 1% extrato de lêvedo, 0,64% de peptona e 2% de glicose. 

 

4.7.  Métodos analíticos 

A atividade de lipase extracelualar foi medida pela hidrólise do p-nitrofenol 

dodecanoato e a formações de p-nitrofenolato durante 100 segundos a 410 nm em 

espectrofotômetros SpectraMax M Series Microplate Reader ou Shimadzu UV-Vis 1800. A 

unidade de atividade de lipase (U) foi definida como a quantidade de lipase que libera 1 

μmol de p-nitrofenol por minuto a 37° C, em tampão fosfato 50 mM pH 7.0 (Pereira-

Meirelles, 1997). 

O crescimento celular foi medido por turbidimetria com comprimento de onda de 

570 nm em espectrofotômetro Shimadzu UV-Vis 1800, utilizando o fator de conversão 

0,4941 g de peso seco de células(p.s.).L-1 (R2 = 0,9612) obtido por curva de peso seco. 

O pH foi medido com pHmetro de bancada DM-22 Digimed. 
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Capítulo 5. Resultados e discussão 

5.1.  Influência de sais metálicos na atividade extracelular de lipase  

O extrato enzimático obtido pelo cultivo de Y. lipolytica em biorreator e em meio 

contendo óleo de fritura residual (YPOFR) apresentou atividade enzimática de 4907,13 U.L-

1. Esse extrato foi utilizado para avaliar a influência dos sais metálicos na atividade da lipase 

extracelular. A partir da medição da atividade de lipase na presença dos sais metálicos, foram 

gerados dados de atividade relativa com valores percentuais listados na Tabela 3.  

 

Tabela 3. Valores médios de atividade de lipase relativa em diferentes sais metálicos após 

exposição por 1 hora. Atividade do extrato enzimático sem adição de sais foi considerado 

100%. 

Atividade enzimática relativa (%) 
 1 mM 2 mM 3 mM 4 mM 5 mM 

CuCl2 11,07 ± 0,67 0,00 0,00 0,00 0,00 

ZnSO4 16,92 ± 0,52 10,93 ± 0,28 8,49 ± 0,22 8,25 ± 0,19 6,73 ± 1,09 

FeCl3 19,70 ± 0,28 9,08 ± 0,15 5,85 ± 0,24 5,92 ± 0,12 6,53 ± 0,042 

FeSO4 15,26 ± 0,71 14,57 ± 0,18 10,12 ± 0,45 9,71 ± 0,32 7,63 ± 0,024 

NiCl2 28,44 ± 0,53 26,36 ± 1,42 25,76 ± 0,33 18,43 ± 0,41 14,86 ± 0,12 

MnCl2 19,50 ± 2,57 31,30 ± 0,97 29,67 ± 0,00 25,22 ± 0,00 24,93 ± 0,06 

CoCl2 88,43 ± 2,17 76,51 ± 2,45 70,33 ± 3,61 64,55 ± 3,02 62,18 ± 0,24 

 

Observa-se que CuCl2 (2 mM) foi capaz de inibir a lipase completamente. Sendo 

assim, é o sal menos indicado para o estudo de inibição de protease e obtenção de um meio 

otimizado para a produção de lipase. CoCl2 apresentou a menor inibição e teve atividade 

relativa de 62,5% e 88,4% nas concentrações de 5 e 1 mM, respectivamente. Outros sais nas 

diversas concentrações exploradas apresentaram atividades intermediárias. Através dos 

resultados observados, CoCl2 é o sal com maior potencial para o estudo. 

Em geral, sais de íons metálicos parecem ter um efeito inibitório maior em lipases 

do que em proteases pelo que pode ser observado no resultados de inibição de protease 

obtidos por Bessadok et al. (2017). Neste mesmo trabalho, sais com íons Mn2+ e Cu2+ tiveram 

um efeito ativador e estabilizador sendo obtido até 100% de aumento da atividade de 
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protease no extrato enzimático, enquanto os dados da Tabela 3 mostram uma redução de até 

19,50 % e 11,07 %, respectivamente para sais derivados de Mn2+ e Cu2+. Por esse motivo, a 

estratégia de utilização de sais metálicos para inibição da protease no meio de cultivo para 

obtenção de um meio otimizado para produção de lipase foi descartada no trabalho 

apresentado, mas a utilização do sal CoCl2 no meio de cultivo foi recomendada como 

sugestão de trabalho futuro. 

 

5.2.  Definição do tempo de fermentação 

Os perfis de crescimento celular, pH e atividade enzimática do cultivo de Y. lipolytica 

em meio YP*D são apresentados na Figura 5. 

Durante a fermentação, foi possível perceber o aumento do pH do meio. Isso ocorre 

pela formação de amônia no meio pela metabolização de fontes de proteína, principalmente 

a peptona. Um dos problemas desse aumento do pH está na formação de proteases alcalinas 

capazes de hidrolisar também a lipase extracelular do meio. Além disso, a lipase de Y. 

lipolytica tem seu pico de atividade em pH próximo a neutralidade (Silva et al., 2020). Por 

tais motivos, durante o DCCR foi feita a tentativa tamponar o meio de cultivo próximo da 

neutralidade a fim de aumentar a produção. 

Figura 5. Perfil de crescimento celular e pH da levedura Y. lipolytica durante 72 h em meio 

composto por 1% de extrato de lêvedo, 0,64% de peptona e 2% de glicose. O pH é indicado por 

uma linha contínua e marcador ●, o crescimento por uma linha tracejada e marcador ▲ e a 

atividade enzimática por uma linha pontilhada cinza e marcador ■. 
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O pico de atividade de lipase da fermentação coincide também com o momento em 

que o pH do meio se encontra próximo a neutralidade, como é observado na Figura 5. O 

máximo de produtividade foi de 361,83 U/L.h observado após 24 h de fermentação, sendo 

este definido como o momento em que as microfermentações serão encerradas durante o 

DCCR. Vale destacar também que apesar de o pico de produção de lipase ser encontrado 

após 32 h de fermentação, este não corresponde a maior produtividade (302,60 U/L.h). 

 

5.3.  Planejamento experimental e análise estatística 

Nos cultivos de Y. lipolytica em microplaca, nas composições determinados pelo 

planejamento experimental DCCR, estudou-se a influência do tamponamento do meio. O 

valor de pH inicial de todos os meios foi fixado em 7,0 antes da esterilização por 

autoclavagem. O pH final de cada condição do DCCR é apresentado na Figura 6. 

Figura 6. Valores de pH final em cada condição de concentração dos meios de cultivo do DCCR 

em duplicata realizados em microplaca. (a) NBM (meio não-tamponado), (b)PBM (meio 

tamponado). A linha horizontal indica o pH inicial fixado em 7,0. 
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A partir da análise do pH, foi possível perceber que, de forma geral, o pH aumenta 

no meio de cultivo principalmente nos ensaios em que as fontes de nitrogênio (peptona e 

extrato de lêvedo) são maiores. Não foi possível fixar o pH próximo a neutralidade após 24 

h de fermentação, mas em meios PBM (tamponado) o pH não subiu tanto quando nos meios 

NBM (não-tamponados), o que pode ter afetado diretamente a atividade enzimática no meio. 

A análise do planejamento experimental foi seguida apenas para o DCCR com os 

meios tamponados (PBM), uma vez que a atuação do tampão fosfato 100 mM pH 7,0 foi 

essencial para a produção de lipase, como observa-se na Tabela 4. Isso indica que as 

proteases alcalinas que são produzidas no meio de cultivo podem estar menos ativas quando 

o pH do meio é controlado em PBM. Assim, é menos provável que elas estejam agindo sobre 

grandes quantidades de lipase extracelular durante a fermentação. 

 

Tabela 4. Valores médios de atividade de lipase extracelular produzida por Y. lipolytica após 

um período de incubação de 24 h em meio NMB (não tamponado) e PBM (tamponado), nos 

diferentes ensaios do DCCR. Os pontos centrais estão indicados por asteriscos. Valores de 

kLa foram obtidos por literatura (Reynoso-Cereceda et al., 2016; Santos et al., 2018). 

Ensaio 

Lipase NBM (U. L-1) 

em Erlenmeyer 

Lipase NBM (U. L-1) 

em microplaca 

Lipase PBM (U. L-1) 

em microplaca 

kLa (h-1) 

≅ 60 h-1 122,9 h-1 122,9 h-1 

1 0,00 4.469,41 22.941,28 

2 0,81 65,66 153,97 

3 4,25 5.658,69 14.383,54 

4 4,56 2.276,67 28.308,77 

5* 3,25 3.165,43 25.056,93 

6 1,07 22,24 254,89 

7 0,48 66,86 220,12 

8 24,86 32,36 3.150,75 

9 2,12 620,36 37.876,69 

10* 2,89 2.779,48 21.173,26 

11 4,14 82,63 294,58 

12 1,70 4.426,16 4.284,32 

13 1,75 47,23 4.506,83 

14 6,65 685,23 3.192,53 

15 8,65 14.380,76 13.852,81 

16 9,55 177,26 4.330,14 

17* 9,56 2.307,84 25.221,45 
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A influência do kLa do sistema também foi notada. A produção de lipase em 

Erlenmeyer de 500 mL com 20 % de volume útil (kLa ≅ 60 h-1) foi baixa em relação ao 

sistema em microplaca (kLa = 122,6 h-1). Essa diferença é esperada em processos em que se 

utiliza uma levedura estritamente aeróbia e o kLa não é alto o suficiente para causar estresse 

oxidativo na célula (Alonso et al., 2005). Resultados similares da influência do kLa em 

sistema com Y. lipolytica foram obtidos por (Santos et al., 2018) em meio não tamponado. 

O modelo quadrático foi avaliado a partir da ANOVA (Tabela 5). Foram 

considerados não significativos os termos em que o valor de p > 0,05, sendo estes termos: 

Peptona linear, Extrato de lêvedo linear, e de interação entre Peptona e Extrato de lêvedo. 

Tais efeitos foram considerados para o modelo dentro do termo Lack of fit (falta de ajuste), 

o que consequentemente afetou o valor do coeficiente de determinação do modelo (R2) 

causando sua redução. 

 

Tabela 5. Tabela ANOVA para o DCCR em PBM.  

  SQ gl MQ F valor de p 

GL* 3.27 E+08 1 3.27 E+08 62.35 0.015662 

GQ* 3.42 E+08 1 3.42 E+08 65.16 0.015002 

PQ* 2.77 E+08 1 2.77 E+08 52.77 0.018429 

YEQ* 1.09 E+08 1 1.09 E+08 20.67 0.045096 

GL by PL* 6.38 E+08 1 6.38 E+08 121.64 0.008121 

GL by YEL* 2.37 E+08 1 2.37 E+08 45.17 0.021431 

Falta de ajuste 6.77 E+08 8 8.47 E+07 16.13 0.059660 

Erro puro 1.05 E+07 2 5.25 E+05   
Total SQ 2.38 E+09 16    
SQ: Soma dos quadrados 

gl: grau de liberdade  

MS: média dos quadrados  

F: valor de Fisher 

*: Valores significativos estão indicador por asteríscos. 

 

Observa-se na Tabela 5 que valor de p do termo Falta de ajuste (Lack of fit) foi não 

significativo. O valor de 0,059 > 0,050 justifica, parcialmente, a significância do modelo e a 

adequação do modelo polinomial de segunda ordem aos valores experimentais.  

O coeficiente de determinação foi utilizado como indicação da concordância entre 

valores experimentais e valores previsto pelo modelo polinômio de segunda ordem. Para o 
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R2 são desejáveis valores próximos a 1 e para o modelo estudado, foi obtido uma R2 de 

0,7105. Esse valor indica que o modelo é capaz de explicar 71,05% da variabilidade. Tal 

valor baixo para o coeficiente de determinação também é um resultado do distanciamento 

entre os pontos centrais do DCCR, que muito afetam esse indicador. 

O modelo polinomial de segunda ordem obtido com variáveis não-codificadas é 

mostrado na equação 2: 

𝑈. 𝐿24ℎ
−1 =  23206,8 + 9791,3 𝐺 − 11017,1 𝐺2 − 9913,9 𝑃2 − 6207,4 𝑌𝐸2 +

17868,3 𝐺. 𝑃 + 10888,3 𝐺. 𝑌𝐸       (2) 

Onde, G corresponde ao termo glicose linear, G2 à glicose quadrática, P2 à peptona 

quadrática, YE2 ao extrato de lêvedo quadrático, G.P à interação entre glicose e peptona e 

G.YE à interação entre glicose e extrato de lêvedo. Os valores percentuais p/p que 

maximizam essa função é de um meio composto por 0,77% de glicose, 0,74% de peptona e 

0,27% de extrato de lêvedo em meio tamponado por tampão fosfato 100 mM pH 7,0, sendo 

previsto uma produção de 21.725,66 U.L-1 de atividade de lipase extracelular. 

A partir da combinação entre as variáveis independentes foram geradas três 

representações gráficas (superfícies de resposta) da equação 2 e são mostradas na Figura 7.  

Na Figura 7.a), pode-se observar maior amplitude no resultado de atividade 

enzimática para variações de glicose e peptona, o que corrobora o resultado encontrado na 

ANOVA (Tabela 5) de que a interação entre glicose e peptona é o fator mais significativo 

do modelo. O mesmo pode ser observado na Figura 7.c) que indica que baixas concentrações 

de extrato de lêvedo no meio são suficientes para obtenção de alta atividade enzimática e 

sendo a interação entre peptona e extrato de lêvedo não significativa para o modelo, há menor 

amplitude na variável resposta à medida que se altera essas variáveis independentes. Esse 

resultado é esperado já que o extrato de lêvedo funciona majoritariamente no meio como 

uma fonte de vitaminas necessárias para o crescimento da levedura (Santos et al., 2021). 

A alteração dos componentes do meio, comparados ao meio de Amaral (2007) foi de 

73,0 % de redução para o extrato de lêvedo, 15,6 % de aumento para a peptona e 63,0 % de 

redução para a glicose. 
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5.4.  Validação do modelo obtido e comparação em diferentes condições 

Devido a pandemia de COVID-19 que se iniciou no ano de 2020, há um intervalo de 

2 anos entre a construção do DCCR e a validação do modelo proposto através dos resultados. 

Após este período, foi necessário a reativação da cepa Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682/1 

(Silva et al., 2020) a partir de um dos frascos criogênicos com meio de cultivo e glicerol na 

proporção de 1/1. Após a reativação da cepa, foi observado que ocorreu uma queda na 

produção de lipase pelo microrganismo, então para a validação do modelo foi realizada uma 

Figura 7. Superfícies de resposta baseadas no modelo matemático de segunda ordem obtido para 

produção de lipase por Yarrowia lipolytica após 24 h de fermentação. (a)(b)(c) Atividade 

enzimática em U.L-1 é dada no eixo Z, enquanto as variáveis independentes codificadas (-1,68; -

1,00; 0; 1,00; 1,68), glicose, peptona e extrato de lêvedo são dadas nos eixos X e Y. 
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avaliação comparativa de atividade relativa tendo como base o meio anteriormente utilizado 

para produção de lipase extracelular de Amaral (2007). O resumo dos dados obtidos e custo 

dos meios pode ser observado na Tabela 6. 

 

Tabela 6. Valores obtidos de atividade enzimática e atividade enzimática relativa ao meio 

YP*D de Amaral (2007) para produção de lipase extracelular de Yarrowia lipolytica após 

24h de cultivo nas condições de otimização estudadas.Y, P e D são respectivamente, extrato 

de lêvedo (yeast extract), peptona (peptone) e glicose (dextrose). 

Ensaio 
Y 

(%) 

P 

(%) 

D 

(%) 

Atividade enzimática 

(U.L-1) 

Atividade relativa 

(%) 

Amaral, 2007 1 0,64 2 3.654,97 ± 875,83 - 

Condição ótima do DCCR 0,27 0,74 0,77 7.725,67 ± 891,98 111,37 

Condição 9 do DCCR 1,2 1,994 1,994 4.136,50 ± 157,06 13,17 

 

Na condição que maximiza o modelo obtido no DCCR em PBM foi possível obter 

até 7725,67 U.L-1, um aumento de até 111,37 % em relação ao meio de Amaral, (2007). O 

ensaio 9 do DCCR também foi testado como possível condição do meio uma vez que foi 

obtido uma produção de lipase de 37.876,69 U.L-1 durante os experimentos, muito superior 

ao previsto na condição ótima do modelo. Entretanto, o aumento em relação do meio de 

Amaral (2007) foi de apenas 13,17 % sendo obtido apenas 4136,50 U.L-1 de atividade 

enzimática. Tal diferença de valores pode ser explicada pela alteração no metabolismo do 

microrganismo após a reativação e talvez a seleção de uma colônia do microrganismo num 

meio seletivo sólido para produção de lipase reduza a queda na produção. 

Dessa forma, a condição de 0,27 % de extrato de lêvedo, 0,74% peptona e 0,77% de 

glicose em meio PBM (phophate buffered medium) após 24 h de fermentação, foi definida 

como a nova condição otimizada para produção de lipase extracelular por Yarrowia 

lipolytica. 

Uma comparação de custo por litro de meio de cultivo foi realizada e os resultados 

mostrados na Tabela 7. 
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Tabela 7. Custos das matérias-primas por litro de meio para produção de lipase por Yarrowia 

lipolytica após 24h de fermentação nas condições de Amaral (2007) e no obtido pelo pelo 

DCCR. 

  Massa (g. L-1) Preço (R$. g-1) * Custo (R$. L-1) 

Amaral, 2007 
Y (extrato de lêvedo) 10 1,10 11,04 

P (peptona) 6,4 0,83 5,33 
D (glicose) 20 0,39 7,74 

Custo total (R$. L-1) - - 24,11 
Produtividade (U.R$-1) - - 151,58 

Condição ótima do DCCR – tampão fosfato de potássio 
Y (extrato de lêvedo) 2,7 1,10 2,98 

P (peptona) 7,4 0,83 6,17 
D (glicose) 7,7 0,39 2,98 

KH2PO4 13,6 0,78 10,54 
K2HPO4 17,4 1,04 18,11 

Custo total (R$. L-1) - - 40,78 
Produtividade (U.R$-1) - - 189,45 

Condição ótima do DCCR – tampão fosfato de sódio 
Y (extrato de lêvedo) 2,7 1,10 2,98 

P (peptona) 7,4 0,83 6,17 
D (glicose) 7,7 0,39 2,98 
NaH2PO4 12,0 0,56 6,75 
Na2HPO4 14,2 0,69 9,78 

Custo total (R$. L-1) - - 28,65 
Produtividade (U.R$-1) - - 269,62 

*Preços em reais (R$) de extrato de lêvedo e glicose fornecidos pela empresa Merck e 

peptona pela empresa Kasvi em 04 de julho de 2022. 

 

Considerando a preparação do tampão fosfato feita com sais de fosfato de potássio 

monobásico e dibásico, a condição ótima do DCCR teve aumento de 24,98 % na 

produtividade de U por real gasto (quantidade de lipase que libera 1 µmol de p-nitrofenolato 

à 37 ºC por um minuto por real gasto) em relação ao meio de Amaral (2007). Este valor pode 

chegar a 269,62 U.R$-1 quando utiliza-se sais de fosfato de sódio monobásico e dibásico na 

preparação do tampão, um aumento de 77,87 % na produtividade de lipase por real gasto. 

Esse resultado expressivo no aumento da produtividade, majoritariamente, a grande redução 

na concentração de extrato de lêvedo, que é o componente do meio de cultivo mais oneroso, 

seguido da peptona e glicose. 

A viabilidade econômica do processo pode ser avaliada em estudos futuros para 

produção de lipase extracelular em biorreator. 
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Capítulo 6. Conclusão 

A partir dos resultados obtidos no trabalho de melhoramento de em meio complexo 

para aumento da produção de lipase por Yarrowia lipolytica, foi possível obter as seguintes 

conclusões: 

• A utilização do tampão 100 mM fosfato pH 7,0 foi essencial para a produção de 

lipase por Yarrowia lipolytica; 

• Sais derivados de metais de transição tiveram alta influência na atividade 

enzimática de lipases extracelulares de Yarrowia lipolytica mesmo em 

concentrações baixas entre 1 e 5 mM e sua utilidade no meio de cultivo pode ser 

avaliada posteriormente; 

• A partir do DCCR, foi obtido um modelo matemático de segunda ordem que 

maximiza a produção de lipase prevendo atividade enzimática de 21.725,66 U.L-1 

após 24 h de fermentação num meio composto por: 0,27 % de extrato de lêvedo, 

0,74% de peptona e 0,77% de glicose em tampão 100 mM fosfato pH 7,0; 

• Foi possível ter um aumento de até 111,37 % na atividade de lipase utilizando o 

meio de cultivo proposto. Esse resultado foi obtido com 73,0 % de redução do 

extrato de lêvedo, 15,6 % de aumento da peptona e 63,0 % de redução da glicose, 

em comparação com o meio anteriormente utilizado para produção de lipase 

extracelular. Essa alteração resultou numa redução de 49,7 % no custo de produção 

do litro de meio de cultivo. 
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Capítulo 7. Sugestão de trabalhos futuros 

Durante o trabalho, foi possível observar melhorias e lacunas que podem ser 

abordadas em trabalhos futuros para obtenção de um meio de cultivo otimizado: 

• A seleção de uma colônia produtora de lipase em meio seletivo sólido poderia ter 

sido realizada após a reativação da cepa e isto poderia resultar em resultados mais 

próximos ao esperado pelo DCCR. 

• A influência da utilização de sais contendo Co2+ no meio de cultivo pode ser 

avaliada para a produção de lipase. 

• O trabalho aborda uma aplicação direta de um Delineamento composto central 

rotacional acreditando-se que os fatores estudados são significativos e proximidade 

das regiões ótimas sem antes ter sido feito avaliações prévias das variáveis por 

experimentos fatoriais completos. Isto pode ser a explicação pela qual não se 

obteve um melhoramento quanto a utilização de glicose no meio, uma vez em que 

não ser foi avaliado seus efeitos em concentrações mais elevadas a ponto de induzir 

a repressão catabólica. Um estudo com o aumento da concentração de glicose no 

meio pode ser realizado. 

• Um estudo sobre a viabilidade econômica da produção da lipase extracelular por 

Yarrowia lipolytica em biorreator no meio proposto pode ser realizado. 
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