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RESUMO 

As lipases microbianas se destacam pela a maior estabilidade e especificidade quando 
comparadas às de origem vegetal e animal. A seleção de novos micro-organismos, com 
características desejáveis a diversos processos tecnológicos, compreende uma promissora 
perspectiva científica e comercial. O objetivo do estudo foi selecionar o meio de cultivo mais 
promissor para a produção da lipase de Yarrowia lipolytica, utilizando seis meios com distinta 
composição. Os cultivos foram mantidos a temperatura de 30 °C por 48 h e agitação de 150 
rpm, determinado-se as atividades lipolíticas e de esterificação. O meio de cultivo mais 
promissor para a produção de lipase foi o meio 5 (alcançando as maiores atividades lipolítica 
(3,70 U.mL-1) e de esterificação (51,63 U.g-1) em 24 h de fermentação.  
 
Palavras-chave: cultivo submerso, atividade lipolítica, atividade de esterificação. 
 

INTRODUÇÃO 
A utilização de diferentes tipos de enzimas nas indústrias se deve a uma demanda por 

processos tecnológicos mais eficientes, com elevado rendimento e sem causar danos ao meio 
ambiente. As lipases de origem microbiana destacam-se por serem aplicadas em alimentos, 
cosméticos, detergentes, síntese de ésteres, produção de lipídios com níveis elevados de ácidos 
graxos insaturados e na obtenção de biodiesel (COLLA et al., 2014).   

As lipases são hidrolases (E.C.3.1.1.3) que atuam sobre a ligação éster de vários compostos, 
sendo os acilgliceróis seus melhores substratos. Lipases microbianas são consideradas versáteis 
(SETH et al., 2014), devido ao fato de apresentarem elevado rendimento de conversão do 
substrato em produto, elevada adaptação às condições ambientais e capacidade de realizar 
reações de catálise em condições extremas de temperatura, pH e solventes orgânicos com 
quimio-, regio- e enantioseletividade (NAGAR; DWIVEDI; SHRIVASTAVA, 2013; SHARMA; 
KANWAR, 2014).  

Sendo assim, dada a importância de estudar a produção de lipase provenientes de novas 
fontes de isolamento para posterior aplicação, o objetivo do trabalho foi selecionar o meio de 
cultivo mais promissor para a produção da lipase de Yarrowia lipolytica, utilizando seis meios 
com distinta composição.  
 

MATERIAL E MÉTODOS 
A levedura Yarrowia lipolytica foi isolada de resíduos oleosos industriais de pescado 

provenientes da cidade de Rio Grande (Rio Grande do Sul, Brasil) e identificada a partir de 
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técnicas de biologia molecular. Primeiramente foi realizado o estriamento em ágar inclinado 
GYMP (BUSSAMARA et al., 2010) e incubado a 30 °C/96 h. Após, acrescentou-se 5 mL do meio 
de cultivo aos tubos, os quais foram incubados por mais 24 h. A seguir, transferiu-se para 
erlenmeyers contendo 45 mL de meio de cultivo, sendo mantidos sob agitação de 150 rpm, a 
30°C e 48 h (GOLDBECK; MAUGERI FILHO, 2013). A cada 12 h verificou-se a atividade lipolítica, 
a partir da titulação dos ácidos graxos liberados pela ação da lipase sobre os triglicerídeos de 
óleo de oliva emulsionados em goma arábica (FREIRE et al., 1997). A atividade de esterificação, 
por sua vez, foi realizada no tempo 48 h de fermentação através da reação de síntese de ácido 
oleico e etanol na razão molar 1:1 (mistura padrão) (LANGONE et al., 2002). A massa celular 
seca foi determinada pelo método gravimétrico (CELINSKA; GRAJEK, 2013). Para os cultivos 
submersos foram utilizados os seguintes meios (p/v): Meio 1 (0,2 % glicose; 0,5 % peptona; 
0,01 % MgSO4; 0,1 % K2HPO4; 2 % óleo de soja) (BUSSAMARA et al., 2010), Meio 2 (5 % 
peptona; 1 % óleo de soja; 0,1 % MgSO4; 0,1 % NaNO3; pH 7,0) (MALDONADO et al., 2012), 
Meio 3 (1 % óleo de soja; 0,2 % extrato de levedura; 0,05 % KH2PO4; 0,05 % K2HPO4; 0,05 % 
MgSO4.7H2O; 0,01 % CaCl2; 0,01 % NaCl: pH 6,0) (MAFAKHER et al., 2010), Meio 4 (0,5 % 
extrato de levedura; 1 % KH2PO4; 0,1 % MgSO4.7H2O; 1 % óleo de oliva; pH 6,8) (RAMESH et 
al., 2014), Meio 5 (0,5 % glicose; 0,3 % extrato de levedura; 0,4 % peptona; 0,2 % K2HPO4; 
0,1 % NaCl; 0,06 % FeSO4; 0,04 % MgSO4; 0,01 % KCl; 0,08 % NH4Cl; 1 % óleo de oliva) 
(HASAN- BEIKDASHTI et al., 2012) e Meio 6 (5 % peptona; 0,3 % extrato de levedura; 0,1 % 
MgSO4; 0,1 % NaNO3; 1 % óleo de oliva; pH 6,0) (GOLDBECK; MAUGERI FILHO, 2013). Todos 
os experimentos foram realizados em triplicata e os dados foram analisados estatisticamente 
(p<0,05) através da análise de variância e teste de Tukey, utilizando o software Statistica 5,0 
(Stat Soft, EUA).  
 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 
A Tabela 1 apresenta os resultados dos parâmetros avaliados na seleção dos seis meios de 

cultivo estudados.  
No estudo da produção de lipase observou-se que as maiores atividades lipolíticas foram 

alcançadas para os Meios 1 (4,47 U.mL-1) e 5 (3,70 U.mL-1), não existindo diferenças 
significativas entre as suas médias. Além da atividade lipolítica, o Meio 5 também possui a 
atividade de esterificação mais elevada, alcançando 51,63 U.g-1, fato que contribui para o 
emprego das lipases nas reações de esterificação na síntese de bioaromas. Destaca-se que em 
ambos os meios a máxima atividade foi obtida em 24 h de cultivo, fato que colaborou com as 
maiores produtividades lipolítica e de massa seca.  

O Meio 1 e o Meio 5 são compostos por diferentes nutrientes, tendo em comum a presença 
de glicose e peptona. Ainda, comparando-se a composição dos meios descritos verifica-se que o 
Meio 5 é formado por mais sais do que o Meio 1, contendo K2HPO4, NaCl, FeSO4, MgSO4, KCl e 
NH4Cl. Outra diferença entre a composição dos meios está no indutor utilizado, o qual para o 
Meio 1 foi usado óleo de soja e para o 5 foi azeite de oliva. Assim, como as lipases são enzimas 
de caráter indutivo, a escolha do indutor ideal é um dos critérios que determina a produtividade 
do biocatalisador. As matérias primas utilizadas como indutores para a produção de lipases são 
geralmente óleos, sendo o principal o azeite de oliva, devido a sua grande proporção de 
trioleína, substrato ideal para muitas lipases (CONTESINI et al., 2010).  
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Tabela 1: Máxima atividade lipolítica, tempo, produtividade na máxima atividade lipolítica, 
massa seca, produtividade de massa seca e atividade de esterificação da lipase. 

 
Meio AL (U.mL-1) Tempo de 

cultivo (h) 
Prod. Lip.  

(U.mL-1.h-1) 
Massa seca 

(g.L-1) 
Prod. MS 
 (g.L-1.h-1) 

AE 
 (U.g-1) 

1 4,47±0,16a 24 0,19±0,01a 5,80±1,12a 0,24±0,05a,c 41,61±0,9abc 

2 1,20±0,21c 12 0,10±0,02b 2,04±0,06b 0,17±0,005c 47,25±3,79ab 

3 1,05±0,19c 36 0,03±0,01c 2,87±0,07b 0,08±0,002b 39,74±1,71bc 

4 0,87±0,18c 24 0,04±0,01c 7,45±0,37a 0,31±0,02a 34,90±3,92c 

5 3,70±0,54a 24 0,15±0,02a 6,81±0,57a 0,28±0,02a 51,63 ±5,91a 

6 2,23±0,33b 12 0,20±0,19a 0,93±0,09b 0,08±0,02b 21,61 ±4,60d 

AL – Atividade Lipolítica; Prod. Lip. – Produtividade Lipolítica; Prod. MS – Produtividade em massa seca; AE – 
Atividade de Esterificação. Média±desvio-padrão. Letras subscritas iguais na mesma coluna indicam que não houve 
diferenças estatisticamente significativas entre as médias (p<0,05).  

 
Hasan-Beikdashti et al. (2012) trabalharam com o Meio 5 para otimização da produção de 

lipase pela bactéria Stenotrophomonas maltophilia e obtiveram 4459 U.mL-1, utilizando a ρ-
nitrofenil palmitato (pNPP) como substrato. Já Bussamara et al. (2012), também avaliaram a 
atividade da enzima pelo método espectrofotométrico e alcançou 610,40 U.L-1 para Pseudozyma 
hubeiensis HB85A, em meio contendo 20 g.L-1 de gordura bovina. No trabalho de Goldbeck e 
Maugeri (2013), que isolou o micro-organismo Metschnikowia pulcherrimaa de biomas 
brasileiros, a máxima atividade lipolítica foi 4,77 U.mL-1 em 24 h de cultivo, sendo quase duas 
vezes maior que a obtida neste estudo (2,23 U.mL-1), em 12 h para o mesmo meio de produção. 
Maldonado et al. (2012), otimizou a produção de Geotrichum candidum em meio contendo 3,0 
% de peptona e 0,5 % de óleo de soja, alcançando 16 U.mL-1. Ramesh et al. (2014) no cultivo 
de Bacillus sp. (SRBIT-05) isolado de resíduos de óleo obtiveram 8,76 U.mL-1, em 36h. As 
atividades e produtividades lipolíticas alcançadas neste trabalho previamente a uma otimização 
do meio de produção são promissoras, uma vez que estão na mesma faixa relatada para alguns 
trabalhos na literatura utilizando diferentes micro-organismos, meios de produção e condições 
de processo.  

 
CONCLUSÕES 

O meio de cultivo mais promissor para a produção de lipase a partir da levedura Yarrowia 
lipolytica por fermentação submersa, foi o Meio 5 (0,5 % glicose; 0,3 % extrato de levedura; 
0,4 % peptona; 0,2 % K2HPO4; 0,1 % NaCl; 0,06 % FeSO4; 0,04 % MgSO4; 0,01 % KCl; 0,08 % 
NH4Cl; 1 % óleo de oliva) alcançando as maiores atividades lipolítica (3,70 U.mL-1) e de 
esterificação (51,63 U.g-1) em 24 h de cultivo.  

 
Agências de Fomento: Capes, CNPq e Fapergs. 
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