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1. INTRODUCAO

As lipases sdo enzimas capazes de catalisar diferentes reacdes, como
hidrolise ou sintese de ésteres, esterificacdes e transesterificacdes, apresentando
como importante caracteristica a especificidade (KUMAR et al., 2016). Devido a
essa caracteristica, essas enzimas vém sendo empregadas em diversos
processos, como tratamento de efluentes (JOSHI; SHARMA; KUILA, 2019).

Sabe-se que algumas leveduras e fungos filamentosos possuem a
habilidade de produzir e secretar lipases (BURKERT; MAUGERI; RODRIGUEZ,
2004; PEREIRA-MEIRELLES; ROCHA-LEAO; SANT'ANNA, 2004). Dentre elas,
algumas cepas de levedura do género Yarrowia ganham destaque e podem sofrer
acao indutora ou inibitoria, na producdo de lipase extracelular, na presenca de
compostos lipidicos ou surfactantes como 0Oleos vegetais, Triton X-100, Tween 80
(DOMINGUEZ et al., 2003).

Além disso, a preocupacdo com o destino de 6leos residuais ganha
destaque no contexto da crescente necessidade de proteger o meio ambiente
(UDONNE; BAKARE, 2013). Portanto, uma alternativa para o aproveitamento
desses 0leos residuais é sua utilizacdo como possiveis indutores da sintese de
lipase (MAGDOULI et al., 2017). Sendo assim, o presente estudo teve como
objetivo avaliar a producéo de lipase extracelular pela levedura Yarrowia lipolytica
NRRL Y-1095 utilizando azeite de oliva e 6leo de motor residual como indutores
da sintese dessa enzima.

2. METODOLOGIA

A levedura Yarrowia lipolytica NRRL Y-1095 foi mantida em tubos
inclinados & 5 °C em meio YM g.L™: (10 glicose, 3 extrato de levedura, 3 extrato
de malte, 5 peptona 20 agar ) e pH 5,5. O micro-organismo foi cultivado em frasco
Erlenmeyer de 500 mL com volume de meio de 200 mL (10% v/v de in6culo). O
meio de cultivo continha na composicéo (g.L™): 30 glicerol residual (82% pureza);
5 Triton X-100; 1,5 MgSOy; 2,5 NapHPOy4; 7 KHHPO,; 2 (NH4)2SO4; 0,1 CaCly;
0,08 FeCls; 0,02 ZnSO, e 1,5 extrato de levedura, pH 6,0 (modificado de
Papanikolaou; Aggelis,2002). Para o estudo da producdo de lipase foram
estudados dois indutores, o ensaio (A) continha 10 g.L™ de azeite de oliva e o
ensaio (B) continha 10 g.L™ de 6leo de motor residual. Os frascos foram mantidos
a 180 rpm a 28°C, durante 48 h. Todos os ensaios foram realizando em triplicata.

O pH do cultivo foi monitorado utilizando pHmetro de bancada e o
crescimento de biomassa por densidade 6tica (OD) a 600 nm e relacionado com
curva padrdo da levedura (LIU et al., 2013). A producéo de lipase extracelular foi
determinada através da hidrolise do substrato p-nitrofenil-palmitato (pNPP) pela
enzima contida no sobrenadante, obtido a partir de centrifugacao (4000 rpm) e
filtracdo deste (Millipore 0,45 um), com liberacdo de p-nitrofenol e acido graxo. A
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absorbéancia das amostras apos reacao foram medidas por espectrofotobmetro a
410 nm e relacionada com curva padréo de p-nitrofenol 0,14 mM (SILVA et al.,
2005). Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade
de enzima necesséaria para liberar 1 nmol de p-nitrofenol por minuto, nas
condicles de reacdo estudadas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As Figuras 1A e B apresentam os resultados de concentracdo de
biomassa, bem como a variagcdo do pH para os ensaios com azeite de oliva e 6leo
de motor residual respectivamente. A queda no valor de pH observada pode ser
decorrente do consumo da fonte principal de carbono (glicerol) e, consequente
producdo de acidos organicos pela levedura Y. lipolytica Y-1095 (LEVINSON;
KURTZMAN; KUO, 2007). Além disso, em ambos 0s ensaios 0 crescimento de
biomassa foi observado na presenca dos indutores. A producdo de lipase foi
observada apenas em 28 h de fermentacdo no ensaio com 10 g.L™ de azeite de
oliva (Figura 1A). O ensaio B (Figura 1B), com 10 g.L™ do 6leo de motor residual
apresentou atividade em 4, 24, 28, 32 e 48 h de fermentacéao.

Figura 1 — Resultados de pH (e), concentracdo de biomassa (m) e atividade
enzimatica de lipase (A) para os ensaios com azeite de oliva (A) e 6leo de motor

residual (B)
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A Tabela 1 apresenta a maxima producdo de biomassa e lipase pela
levedura Y. lipolytica Y-1095 na presenca de azeite de oliva e 6leo residual de
motor. A maxima concentracdo de biomassa para ambos 0s ensaios ocorreram
em 48 h de fermentacado, além disso, a maior producdo de biomassa (20,5+0,2
g.L™) foi observada na presenca do 6leo de motor residual (p<0,05). A maxima
producéo de lipase foi observada em 28 h de fermentagdo para ambos o0s
ensaios, e a maior producdo da enzima (14,5+0,02 U.mL™) ocorreu na presenca
do oleo de motor residual (p<0,05).

Tabela 1 — Maxima concentragcéo de biomassa e atividade enzimatica de lipase
para 0s ensaios com azeite de oliva (A) e 6leo de motor residual (B)

Ensaio Maxima concentracao Méaxima atividade
biomassa (g.L™?) enzimatica (U.mL™)
A 16,7+0,5° (48 h) 3,6+0,5" (28 h)

B 20,5+0,2° (48 h) 14,5+0,02° (28 h)

Atividade enzimatica (U.mL™)
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Diferentes letras sobrescritas representam que ha diferengas significativas na coluna. (Student-
teste T, p <0,05).

4. CONCLUSOES

A levedura Yarrowia lipolytica NRRL Y-1095 se mostrou promissora na
producdo de lipase extracelular quando o dleo de motor residual foi empregado
como indutor. A méaxima producdo da enzima (14,5+0,02 U.mL™) foi constada na
presenca de 10 g.L™ do 6leo de motor residual em 28 h de fermentacéo.
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