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RESUMO - Este trabalho propõe o uso da glicerina residual como principal fonte de 

carbono na produção de lipase de Cryptococcus curvatus NRRL Y-1511, testando quatro 

diferentes indutores (Tween 80, Tween 20, óleo de soja e borra de óleo de soja) com o 

objetivo de aumentar a produção de lipase. Foram avaliados parâmetros relacionados ao 

crescimento celular e à produção da enzima e verificou-se que os indutores diferiram entre si, 

obtendo-se maior valor de atividade lipolítica (1,57 ± 0,02 U.mL
-1

) e produtividade 

enzimática (0,0657 ± 0,0009 U.mL
-1

.L
-1

) com o uso de Tween 80, enquanto que a borra de 

óleo de soja apresentou maiores valores referentes ao crescimento celular (biomassa máxima 

de 12,95 ± 0,04 g.L
-1

 e µmax de 0,632 ± 0,011 h
-1

). Porém maior valor de biomassa máxima 

(20,96 ± 0,11 g.L
-1

) foi obtido na ausência de indutores no meio de cultivo.  

 

1. INTRODUÇÃO 

Os biocombustíveis, como o biodiesel, representam uma alternativa renovável e 

ambientalmente segura aos combustíveis fósseis, visto que além de ajudar a diminuir as 

emissões de gases de efeito estufa, que gera um grande impacto negativo sobre a 

biodiversidade, é ao mesmo tempo uma fonte estratégica de energia renovável para substituir 

o óleo diesel e derivados de petróleo (Accarini, 2009). 

 

 Entretanto, um dos grandes problemas da cadeia produtiva do biodiesel é a incapacidade 

do mercado de absorver toda a glicerina gerada na sua produção, resultando em um excedente 

desse subproduto que encarece o processo de produção do biodiesel e também causa impacto 

ambiental (Bilgen et al., 2008; Silva et al., 2009). 

 

 Desta forma, muitas pesquisas são conduzidas em busca de novas aplicações para o 

excesso de glicerina bruta. Uma alternativa promissora que pode agregar valor à cadeia 

produtiva do biodiesel é a conversão microbiana da glicerina em produtos de maior valor 

agregado (Hasan et al., 2006). 

 

Nesse contexto, as leveduras são atraentes para a indústria biotecnológica, pois possuem 

um sistema metabólico capaz de utilizar a glicerina bruta como fonte de carbono e energia em 

processos de cultivos microbianos. Logo, é importante um estudo que permita avaliar o 
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potencial biotecnológico desses micro-organismos para a obtenção de biomoléculas com 

propriedades importantes (Rivaldi et al., 2007) . 

 

Esse trabalho vem contribuir para minimizar os efeitos negativos da produção do 

biodiesel e agregar valor à glicerina bruta, por meio do seu uso como fonte de carbono pela 

levedura Cryptococcus curvatus NRRL Y-1511 para a produção de lipase extracelular. Busca-

se ainda aumentar a produção da enzima, testando quatro diferentes indutores (Tween 80, 

Tween 20, óleo de soja e borra de óleo de soja). 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

O cultivo da levedura Cryptococcus curvatus NRRL Y-1511 foi realizado em frascos 

Erlenmeyer de 500 mL contendo 200 mL de meio proposto por Lee et al.(2007), com a 

seguinte composição: 12 g.L
-1

 de glicerina residual, 3 g.L
-1

 de extrato de malte, 3 g.L 
-1 

de 

extrato de levedura e 5 g.L
-1

 de peptona, inoculados com suspensão de leveduras previamente 

preparada com meio de mesma composição, de forma a atingir concentração celular de 1x10
7 

células.mL
-1

.  

 

        Foi realizado também em paralelo outros cultivos com o mesmo meio de cultura onde 

foram testados quatro diferentes indutores (Tween 80, Tween 20, óleo de soja e borra de óleo 

de soja), na concentração de 10 g.L
-1

, com o intuito de aumentar a produção de lipase. A 

quantidade de glicerina bruta adicionada ao meio de cultivo levou em conta sua composição 

(83% de glicerol) a fim de resultar na concentração de glicerol desejada nos meios de cultivo.  

 

        Os frascos foram mantidos em incubadora rotatória a 30°C e 180 rpm de agitação, 

retirando-se alíquotas ao longo do cultivo, as quais foram centrifugadas sob refrigeração 

(7°C) a 5241 x g por 15 min para as determinações analíticas ao longo do cultivo, no 

sobrenadante e sedimento. Todos os cultivos foram realizados em triplicata e os resultados 

foram avaliados por análise de variância e teste de Tukey a 95% de confiança (p≤ 0,05). 

 

O crescimento celular foi monitorado por medida da absorbância a 600 nm. A 

concentração de biomassa foi expressa em massa seca (g.L
-1

), a partir de uma curva padrão de 

biomassa determinada para Cryptococcus curvatus NRRL Y-1511. Com os dados da 

biomassa foi também obtida a velocidade específica máxima de crescimento celular, em h
-1

. O 

pH ao longo dos cultivos foi medido diretamente em medidor de pH previamente calibrado 

(AOAC, 2000). 

 

Para determinação da atividade lipolítica foi adotado o método baseado na titulação dos 

ácidos graxos liberados pela ação da enzima lipase, presente no caldo bruto livre de células, 

sobre os triacilgliceróis do óleo de oliva emulsionados em goma arábica, conforme descrito 

por Burkert (2003).  A atividade lipolítica foi calculada através da Equação 1. Foi também 

determinada a produtividade enzimática através da Equação 2. 
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                                                                                              (1) 

 

                                                                                             (2)                                                                                                  

Ativ: Atividade lipolítica (U.mL
-1

); 

Ativmax: Atividade lipolítica máxima alcançada em cada ensaio (U.mL
-1

); 

ProdE: Produtividade enzimática (U.mL
-1

.h
-1

); 

ΔV: Diferença entre o volume gasto para titular a amostra e o branco (mL); 

v: Volume de caldo bruto livre de células (mL); 

N: Normalidade da solução de hidróxido de sódio (N); 

t: Tempo de reação (min); 

tf: Tempo de cultivo (h); 

               

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

        A Figura 1 apresenta o perfil de atividade lipolítica da lipase de Cryptococcus curvatus 

NRRL Y-1511 em meio de cultivo com e sem adição de indutor.  
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Figura 1 - Atividade lipolítica nos cultivos de Cryptococcus curvatus NRRL Y-1511 com e 

sem adição de indutor. 
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Analisando a Figura 1, é possível verificar que com os diferentes tipos de indutores 

alcançou-se atividade lipolítica máxima nas primeiras 24 h de cultivo. Com a adição de 

Tween 80 obteve-se o maior valor de atividade lipolítica (1,57 U.mL
-1

), enquanto que para os 

outros indutores (Tween 20, óleo de soja e borra de óleo de soja ) obteve-se respectivamente 

1,17, 1,04 e 0,57 U.mL
-1

. 

 

Esses resultados são interessantes uma vez que na ausência de indutor foi alcançada 

atividade lipolítica máxima (1,51 U.mL
-1

) em 47 h de cultivo. Sendo assim percebe-se que o 

uso de indutor favoreceu a produção da enzima, aumentando a produtividade. 

 

A literatura reporta estudos com diversos indutores para a produção de lipase, tendo 

destaque Tween 20 e Tween 80, sendo que o uso do ultimo levou a um aumento expressivo da 

atividade lipolítica (Ali et al., 2010; Salihu et al.,2011; Yadav et al., 2011). 

 

A Figura 2 apresenta o acompanhamento de pH ao longo dos cultivos realizados com e 

sem adição de indutor.   
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Figura 2- pH ao longo dos cultivos realizados com e sem adição de indutor. 

 

Com relação ao pH (Figura 2), usando Tween 80 como indutor, foi observado a menor 

oscilação (entre 6,5 e 7,5), sendo que com óleo de soja, Tween 20 e borra de óleo de soja foi 

observada forte queda no pH entre 32 h e 47 h de cultivo (7,3 a 5,6; 7,1 a 5,5; e 7,4 a 5,3, 

respectivamente). Em contrapartida, sem indutor, a tendência é de aumento de pH ao longo do 

cultivo (de 6,7 a 8,5). 
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A Figura 3 mostra o acompanhamento da biomassa da levedura Cryptococcus curvatus 

NRRL Y-1511 ao longo do cultivo para os ensaios com e sem adição de indutor. 
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   Figura 3 - Biomassa da levedura Cryptococcus curvatus NRRL Y-1511 ao longo dos 

cultivos realizados com e sem adição de indutor. 

 

Analisando a Figura 3, pode ser observado que o uso de indutores ocasionou um 

decréscimo na biomassa da levedura. Uma provável explicação para tal fato pode estar ligada 

ao aumento da concentração de carbono no meio de cultivo pelos indutores, que gera uma 

alteração na relação C/N que pode não ser favorável ao crescimento celular (Papanikolaou et 

al., 2009).  

 

A Tabela 1 apresenta a média ± desvio padrão para os parâmetros de cultivo 

relacionados ao crescimento celular da levedura (Xmax e µmax) e à produção de lipase (Ativmax. 

e ProdE). De acordo com a Tabela 1, comparando-se os valores dos parâmetros relacionados 

ao crescimento celular e à produção da enzima, observa-se, a um nível de significância de 

95% (p≤0,05), que os indutores diferiram entre si, e que maior valor de atividade (1,57 ± 0,02 

U.mL
-1

) e produtividade enzimática (0,0657 ± 0,0009 U.mL
-1

.L
-1

) foram obtidos com o uso de 

Tween 80 como indutor, enquanto que a borra de óleo de soja, quando comparada ao outros 

indutores, apresentou maiores valores dos parâmetros relacionados ao crescimento celular, 

sendo estes: Xmax (12,95 ± 0,04 g.L
-1

) e µmax (0,632 ± 0,011 h
-1

). Porém, maior valor de 

biomassa máxima (20,96 ± 0,11 g.L
-1

) foi obtido na ausência de indutores no meio de cultivo. 
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    Tabela 1 - Média ± desvio padrão para os parâmetros de cultivo relacionados ao 

crescimento celular e à produção de lipase 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
* Letras minúsculas iguais indicam que não há diferença significativa entre linhas, a 95% de confiança (p>0,05).  

Xmax - Biomassa máxima; ProdX - Produtividade em biomassa;  µmax - Velocidade especifica máxima de 

crescimento celular; Ativmax.- Atividade lipolítica máxima; ProdE - Produtividade enzimática. 

 

 

4. CONCLUSÕES 
 

Diferentes indutores foram testados na produção de lipase por Cryptococcus curvatus 

NRRL Y-1511 cultivada em meio à base de glicerina residual oriunda de indústria de 

produção de biodiesel. O Tween 80 (10 g.L
-1

) exerceu efeito positivo sobre a produção da 

enzima, dobrando a produtividade enzimática quando comparado ao meio sem indutor,  

atingindo-se 1,57 U.mL
-1

 em 24 h de cultivo. 
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