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RESUMO GERAL 

 

 
Trichosporon são leveduras pertencentes ao filo Basidiomycota, que se destacam na produção de lipases, 

dentre outras enzimas. Os objetivos deste estudo foram Selecionar, culturas de Trichosporon mantidas na 

Micoteca URM, quanto à produção de lipases, através de avaliação qualitativa e quantitativa, otimizar a 

produção da enzima, caracterizar, pré-purificar e aplicar avaliando a capacidade de degradar efluentes de 

abatedouros de bovinos. Foram realizadas a reativação e autenticação das culturas através das características 

morfofisiológicas. Para degradação do meio rico em lipídeos, foram retirados fragmentos das culturas 

mantidas em SYE contidos em tubo de ensaio e transferidos para o centro da placa de Petri contendo o 

mesmo meio. Após sete dias de crescimento, fragmentos da cultura foram transferidos para o centro da placa 

de Petri com meio de cultura. As culturas foram incubadas a 28ºC e 37ºC, observadas durante 24, 48, 72 e 96 

horas, para evidenciar a presença de halo opaco ao redor da colônia. Para determinação da capacidade 

lipolítica em fermentação submersa O experimento foi realizado utilizando Erlenmeyers de 250 mL contendo 

50mL dos seguintes meios; I composto por 1% (v/v) de óleo de oliva, meio II contendo 1% (v/v) de óleo de 

mamona, e meio III composto por 1% (v/v) de óleo de licuri, adicionados de 0,5% (p/v) extrato de levedura e 

pH ajustado para 6,5. Esterilizados e inoculados e incubados a 160 rpm a 37ºC por 96 horas. Foi utilizado o 

método espectrofotométrico para determinar a atividade da lipase. Otimização do meio de produção de 

lipases por estatística de aproximação, o meio foi preparado utilizando diferentes concentrações de nutrientes 

testados de acordo com os experimentos do planejamento estatístico. Os inóculos foram adicionados a cada 

50 mL de meio em Erlenmeyer de 250 mL de acordo com a concepção da matriz. Os frascos foram 

incubados por até cinco dias em diferentes temperaturas, sob agitação em diferentes rotações. Identificação e 

seleção das variáveis significativas para a produção de lipases foi realizada com base no design PB. Foram 

testados 11 variáveis. Para a Metodologia de superfície de resposta foram usadas as variáveis selecionadas 

para maior produção de lipase. Para caracterização enzimática foi avaliado o efeito e a estabilidade do pH, 

temperatura, íons, solventes e detergentes sobre a atividade enzimática. Na purificação foi utilizado o sistema 

de duas fases aquosas, com planejamento estatístico 2
3
, assim como a aplicação do estrato bruto. Em meio 

sólido, todas as culturas apresentaram crescimento, sem presença de halo de degradação, em cultivo 

submerso, todas as culturas apresentaram atividade. Trichosporon sporotrichoides URM 6630, produziu 

104,07 UmL. O melhor pH e temperatura para produção da enzima foram pH 10.0 e 40 ˚C. A purificação 

teve coeficiente de partição 76 e recuperação da atividade 164,71%, e o fator de purificação de 0,96. Para a 

aplicação a melhor de taxa de degradação foi obtida com a menor concentração do extrato bruto. Primeiro 

relato de produção de lipases por essa espécie, e da utilização de óleo de licuri como substrato. Este micro-

organismo torna-se bastante promissor para a produção de lipases produz altos níveis destas enzimas, em 

condições que minimizando os custos da produção.  

 

 

 

Palavras-chave: Trichosporon sp., lipase, purificação, aplicação 

 



 

 

ABSTRACT 

  

Trichosporon yeasts are belonging to the phylum Basidiomycota, they are highlighted in lipase 

activity among other enzymes. The objectives of this study were to select, Trichosporon cultures 

kept in the URM Culture Collection, as lipase production, optimize production of the enzyme, 

characterize, purify and apply evaluating the ability to degrade cattle slaughterhouses wastewater. 

They were held reactivation and authentication of cultures through the morphological and 

physiological characteristics. Degradation of the lipase fragments were removed from cultures 

maintained in SYE contained in a test tube and transferred to the center of the petri dish containing 

said medium. After seven days of growth, the culture pieces were transferred to the center of the 

petri dish with culture medium. Cultures were incubated at 28 ° C and 37 ° C, observed for 24, 48, 

72 and 96 hours, demonstrating an opaque halo around the colony. To determine the lipolytic 

capacity in submerged fermentation The experiment was conducted using 250 mL Erlenmeyer 

flasks containing 50ml of the following means; I consists of 1% (v / v) olive oil, medium II 

containing 1% (v / v) castor oil, and medium III consists of 1% (v / v) licuri oil added 0 5% (w / v) 

yeast extract and pH adjusted to 6.5. Sterilized and inoculated and incubated at 160 rpm at 37 ° C 

for 96 hours. The spectrophotometric method was used to determine the lipase activity. 

Optimization of lipase production medium by statistical approach, the medium was prepared using 

different concentrations of nutrients tested according to the statistical design of experiments. The 

inocula were added to each 50 ml of medium in 250 ml Erlenmeyer according to the design of the 

array. The flasks were incubated for five days at different temperatures under stirring at different 

speeds. Identification and selection of the variables significant for lipase production was based on 

the design PB. 11 variables were tested. For response surface methodology were used the variables 

selected for increased production of lipase. For enzyme characterization, the effects and stability on 

pH, temperature, ions, solvents and detergents on the enzymatic activity. Purification was used in 

the aqueous two-phase system with statistical design 2
3
, as well as the application of the crude 

stratum. In a solid medium, all cultures grew without the presence of degradation halo, in 

submerged cultures, all cultures showed activity. Trichosporon sporotrichoides URM 6630, 

produced 104.07 UML. The best pH and temperature for enzyme production were pH 10.0 and 40 ° 

C. Purification was 76 and partition coefficient 164.71% activity recovery, and purification factor of 

0.96. To implement the best degradation rate was obtained with the lowest concentration of the 

crude extract. First report of lipase production by this species, and use of licuri oil as substrate. This 

micro-organism becomes quite promising for lipase production produces high levels of these 

enzymes under conditions which minimize production  

Keywords: Trichosporon sp, lipase, purification, application. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

As Coleções de culturas constituem centros de conservação de recursos genéticos e 

metabólicos de micro-organismos, sendo responsáveis pela coleta de organismos relevantes para 

estudos científicos e aplicações tecnológicas, pela oferta de serviços de identificação, depósito, 

preservação e distribuição, além de oferecer consultoria e treinamento para formação de recursos 

humanos (Smith e Onions, 1994; Figueiredo, 2001; Nakasone et al., 2004; Canhos et al., 2006).  

O principal objetivo da preservação de cepas fúngicas é a manutenção das características 

biológicas dos isolados. A conservação dos aspectos morfológicos, fisiológicos, genéticos e 

metabólicos dessas cepas é frequentemente requerida para estudos de taxonomia, perfil bioquímico, 

diagnóstico laboratorial e produção de substâncias de interesse comercial e industrial (Neufeld e 

Oliveira, 2008). 

De acordo com Alexoupolus et al. (1996) os fungos são microrganismos eucariontes, com 

parede celular constituída por polissacarídeos, principalmente quitina, e também por glicoproteínas. 

Podem ser pluricelulares (fungos filamentosos) ou unicelulares (leveduras). As leveduras são 

fungos reconhecidos pela sua diversidade morfológica e bioquímica, são predominantemente 

unicelulares, na maioria sapróbias, algumas parasitas ou oportunistas (Lachance e Starmer, 2008). 

Estes micro-organismos possuem diversas aplicações, com destaque nas indústrias de alimentos e 

medicamentos e química (Xu et al., 2012).    Dentre as leveduras que tem sido amplamente testadas 

para aplicação biotecnológica, podemos citar as do gênero Trichosporon (Santos et al, 2007).      

Espécies de Trichosporon podem ser isoladas de solo, amostras de água, vegetais, aves e 

mamíferos. É citado como agente causador de infecções superficiais e profundas nos seres 

humanos, no entanto é um membro da microbiota normal da boca, pele e unhas, de animais 

incluindo os seres humanos (Ellner et al., 1993).  Este gênero de levedura tem sido largamente 

utilizado em processos biotecnológicos para produção de diversas enzimas como celulases, 

proteases, xilanases e lipases. (Liu et al., 1998; Silva-Neves et al., 2006).  As lipases (triacilglicerol 

éster hidrolase, E.C. 3.1.1.3) ) constituem uma classe especial entre as carboxil éster hidrolases e 

podem ser usadas em diversos processos industriais (Reis et al, 2015).    

Devido à enorme variedade de micro-organismos existentes há uma grande gama de lipases 

com características diferenciadas de atuação. As lipases apresentam vantagens sobre os processos 

químicos convencionais e entre estas vantagens podemos citar a alta eficiência em condições de 

baixas temperaturas e pressão atmosférica; a reduzida poluição ambiental; os resíduos originados de 

reações enzimáticas são considerados naturais pela legislação da maioria dos países; lipases 

apresentam vários graus de seletividade, ao contrário dos catalisadores convencionais, gerando 
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menos produtos secundários e reduzindo a necessidade de purificação. (Xu, 2000; Ribeiro et al., 

2011). 

A produção de lipases pode ser influenciada por diferentes variáveis, como o micro-

organismo produtor da enzima, as fontes de carbono e nitrogênio, a concentração de oxigênio 

dissolvido, a composição, temperatura e pH do meio, as condições de aeração e agitação.  Lipases 

são produzidas por um grande número de micro-organismos, incluindo bactérias, fungos 

filamentosos e leveduras (Hasan et al., 2006; Gonçalves, 2007; Ribeiro et al., 2011; Costa et al, 

2015).  Desta forma, os objetivos deste trabalho foram selecionar, produzir, purificar e aplicar 

lipases produzidas por culturas de Trichosporon mantidas na Micoteca URM.  
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. OBJETIVOS GERAIS 

 

Selecionar, culturas de Trichosporon mantidas na Micoteca URM, quanto a produção de lipases, 

otimizar a produção da enzima, caracterizar, purificar e aplicar avaliando a  capacidade de 

degradar efluentes de abatedouros de bovinos. 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Selecionar as linhagens de Trichosporon estocadas sob óleo mineral na Micoteca - URM do 

Departamento de Micologia, do Centro de Ciências Biológicas, da Universidade Federal de 

Pernambuco; 

 Verificar a viabilidade das culturas e realizar a autenticação taxonômica; 

 Caracterizar qualitativamente e quantitativamente as culturas de Trichosporon quanto à 

capacidade lipolítica; 

 Selecionar a linhagem mais promissora para o estudo das condições do processo de produção da 

lipase; 

 Estudar as melhores condições de produção da enzima: temperatura, pH, concentrações de 

extrato de levedura e substrato; 

 Caracterizar a enzima quanto à temperatura e pH ótimos e estabilidade a temperatura e ao pH; 

 Purificar a Lipase; 

 Utilizar lipases como auxiliar na degradação de efluentes dos abatedouros; 

 Incorporar os resultados obtidos ao banco de dados Micoteca URM e implementar o Banco de 

Fungos de Interesse Biotecnológico desta Coleção.  
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3. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

3.1. COLEÇÃO DE CULTURAS 

 

Com o desenvolvimento da microbiologia, a utilização de micro-organismos em áreas 

relacionadas à saúde humana e animal, à agricultura e alimentação, ao saneamento e à conservação 

do meio ambiente, entre outras, tem alcançado papel de destaque no mundo inteiro, tornando 

evidente a grande importância dos microrganismos, dentre eles os fungos, para o homem 

(Figueiredo, 2001; Andreu et al., 2005). Contudo, para o desenvolvimento dessas atividades é 

necessária a conservação de culturas em bom estado (Neufeld, Sarquis, 2003). 

O material biológico das coleções é matéria-prima para a obtenção dos mais variados 

produtos biotecnológicos incluindo fármacos, alimentos, bebidas alcoólicas e ácidos orgânicos. São 

também utilizados no saneamento ambiental, notadamente nas práticas avançadas de 

biorremediação de resíduos tóxicos. Na agricultura, os micro-organismos são importantes na 

fixação biológica do nitrogênio e no controle biológico de pragas (Filho et al, 2011).  

A primeira coleção de serviço que se tem registro é a Coleção Kral, estabelecida em Praga, 

República Tcheca, em 1890, com a finalidade de fornecer culturas puras para estudos comparativos 

e identificação de bactérias patogênicas. No início do século XX, outras coleções de serviço foram 

estabelecidas na Europa, Estados Unidos e Japão. Estas coleções passaram por um contínuo 

processo de evolução, visando atender demandas especializadas decorrentes dos avanços na 

microbiologia industrial, na biotecnologia e na engenharia genética e genômica (Canhos, 2003). 

Coleções de culturas são centros de excelência de conservação ex-situ, que mantêm e 

estudam um "pool" genético para gerações futuras, oferecendo serviços fundamentais para a 

comunidade científica e tecnológica (Canhos et al., 2006). Essas coleções podem ser classificadas 

como coleções de serviço, de trabalho ou institucionais. As coleções de serviço, fundamentadas na 

conservação e distribuição de recursos genéticos e com a finalidade de pesquisa e desenvolvimento, 

merecem atenção especial e contam com financiamento a longo prazo em países industrializados. Já 

as coleções de trabalho e as institucionais, embora também valiosas, não contam com o respaldo 

financeiro necessário para assegurar a sua perenidade, sendo normalmente mantidas pelo esforço 

individual de pesquisadores. (Canhos, 2003). 

Coleções de culturas contribuem diretamente para o estudo da sistemática e da biodiversidade 

mundial, por manterem e preservarem culturas que são essenciais para estudos representando uma 

importante fonte de recursos biológicos permitindo a condução de inúmeros trabalhos científicos, 
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assegurando o sucesso de sua utilização em processos, principalmente, biotecnológicos 

(FIGUEIREDO, 2001; CANHOS, 2006). 

A Coleção de Culturas - Micoteca URM (www.ufpe.br/micoteca), do Departamento de 

Micologia, Centro de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Pernambuco, Recife-PE, foi 

fundada em 1954 pelo Prof. Augusto Chaves Batista. Esta coleção apresenta um acervo 

diversificado de fungos. A Micoteca URM está registrada no Commonwealth Mycological Institute 

(CMI) sob a sigla URM (University Recife Mycologia) e é filiada ao Word Federation for Culture 

Collections (WFCC) sob o número 604 (MICOTECA, 2015; WORLD DATA CENTER FOR 

MICROORGANISMS, WDCM, 2015).  

Além de receber culturas de fungos para fazer parte do acervo, a Micoteca URM atende a 

pedidos de fornecimento de amostras, isolamento e identificação de fungos, liofilização e 

treinamento de estudantes e profissionais na área de taxonomia de fungos. A coleção utiliza para 

preservação os métodos: óleo mineral, liofilização, água destilada e, ultracongelamento a -80º C. O 

acervo da Micoteca URM possui atualmente cerca de 20.000 culturas preservadas. As culturas do 

acervo pertencem aos filos, Oomycota, Zygomycota, Ascomycota, Basidiomycota e 

“Deuteromycota” (Fungos anamorfos), todas identificadas ao nível de espécie e mantidas em 

duplicata por no mínimo dois métodos de preservação.  

Os métodos de preservação de microrganismos asseguram a viabilidade, morfologia, 

fisiologia e genética, mantendo a cultura por longo tempo e todos com o mesmo princípio: retardar 

ou paralisar o metabolismo celular. Dentre estes métodos, podem ser citados o método de óleo 

mineral, água destilada, liofilização, nitrogênio líquido, ultracongelamento a -80°C, sílica gel, solo 

e repiques seriados (SMITH; ONIONS, 1994; LACAZ et al., 2002; NAKASONE et al., 2004). 

No Brasil, o Ministério da Ciência e Tecnologia (MCT), por intermédio da Financiadora de 

Estudos e Projetos (FINEP) selecionou propostas de instituições que detenham coleções de serviços 

de referência, em especial, coleções de culturas de micro-organismos e células, para atuarem como 

Centros de Recursos Biológicos (CRBs), com ações de implantação do sistema de qualidade que 

atenda aos critérios internacionalmente aceitos para integrar a Rede Brasileira de CRBs7. Além de 

garantir a autenticidade do material biológico, desde a sua aquisição até o fornecimento (Filho et al, 

2011). 

 

3.2. LEVEDURAS 

De acordo com Alexopoulos et al. (1996) os fungos são micro-organismos eucariontes, com 

parede celular constituída por polissacarídeos, principalmente quitina e também por glicoproteínas. 

Podem ser pluricelulares (fungos filamentosos) ou unicelulares (leveduras). As leveduras são micro-
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organismos predominantemente unicelulares, amplamente distribuídos na natureza e pertencentes 

ao reino Fungi. São caracteristicamente esféricas ou ovais. Apresentam, assim como os fungos 

filamentosos, parede celular, nutrição por absorção, reprodução por esporos, entre outras. No 

entanto, são predominantemente unicelulares, realizam reprodução assexuada por brotamento ou 

fissão, não apresentam corpo de frutificação (Kurtzman e Fell, 1998).  

Compreendem um grupo de microrganismo com morfologia diversa, filogeneticamente são 

heterogênias e estão inseridas em várias divisões, desde os fungos mitospóricos, até os Ascomycota 

e Basidiomycota. Reproduzem-se sexuadamente por artrósporo ou artrósporos e assexuadamente 

por brotamento, ou a combinação desses processos.  A macroscopia caracteriza-se pela presença de 

colônias com cores, texturas e formas variadas; além de apresentar em sua micromorfologia, 

blastoconidios. Alguns gêneros como Trichosporon apresentam pseudo-hifas que se fragmentam 

originando artrósporos (Hawksworth et al 1995, Barnett et al., 2000; Lacaz et al., 2002).  

Consideradas aclorofiladas, as leveduras nutrem-se por absorção, possuem metabolismo 

diversificado e especialidade fisiológica o que proporciona a utilização de uma variedade de 

nutrientes em distintas condições ambientais. São micro-organismos capazes de crescimento 

aeróbio ou anaeróbio facultativo, podendo sobreviver em diferentes condições ambientais. Na 

ausência de oxigênio as leveduras fermentam os hidratos de carbonos e produzem etanol e dióxido 

de caborno, sendo uteis em processos industrias principalmente na área de alimentos. Apresentam 

parede celular constituída por polissacarídeos, principalmente quitina e também por glicoproteínas. 

Encontram-se distribuídos por toda a porção do globo terrestre, levam uma vida saprofítica ou 

parasitária. Desde a antiguidade, estes microrganismos constituem a base de processos industriais 

que envolvem fermentações, estando entre os primeiros organismos domesticados pelo homem 

(Kirsop & Kurtzman, 1988; Alexopoulos et al., 1996; Tornai-Lehoczki et al., 2003; Aidoo et al 

2006, Araujo & Hagler, 2010).  

As leveduras podem ser encontradas em diversos substratos naturais, matéria orgânica em 

decomposição, ar, água doce e salgada e solo. (Bentubo, 2008). Estão presentes nos sedimentos, 

principalmente nas camadas superiores destes, podendo estar envolvidas nos processos de 

decomposição, ciclagem de nutrientes e na biotransformação de compostos complexos (Madigan et 

al., 2004; Araujo & Hagler, 2010). Basicamente, a comunidade encontrada nos sedimentos é a 

mesma que está presente na coluna d’água, apresentando contagens significativamente superiores 

em relação a esta última (Madigan et al., 2004; Pimentel et al., 2005). 

De acordo com Barnett, (2000), as leveduras são muito versáteis e muitas delas são 

peculiarmente apropriadas para propósitos industriais. Devido a sua versatilidade, facilidade de 

cultivo, menor propensão à contaminação e por oferecerem menor risco à saúde pública, tem sido 
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alvo de inúmeras pesquisas direcionadas a produção de enzimas para aplicação em processos 

biotecnológicos (Kurtzman e Fell, 1998).  

Identificar leveduras de forma rápida e confiável pode ser importante na indústria, para 

estabelecer precisamente as causas de contaminação indesejada, e na medicina, para o diagnóstico 

de certas doenças. Uma identificação rápida em certos contextos também pode ser crucial, como por 

exemplo, quando uma determinada levedura está sendo utilizada industrialmente ou em 

experimentos de laboratório. 

Na natureza grande parte da atividade necessária para o aproveitamento da matéria orgânica 

é realizada por leveduras produtoras de enzimas. Tais microorganismos representam excelente fonte 

de enzimas devido à facilidade de manipulação genética e a ampla diversidade bioquímica. Como é 

possível observar, o crescimento das leveduras ocorre principalmente em habitats onde há presença 

de açúcares, como frutas, flores e cascas de árvores (Trindade et al. 2001, Madigan et al., 2004). 

 Nesse contexto, as lipases de origem microbiana são enzimas preferidas em relação às de 

origem animal e vegetal por expressarem características desejadas para aplicação biotecnológica 

(Godfrey & West, 1996). São apropriadas para as utilidades industriais, pois podem ser 

identificadas de maneira rápida devido ao seu crescimento em curto tempo, por absorverem uma 

enorme variedade de substratos de baixo custo e apresentarem facilidade de recuperação do produto 

final devido à rápida separação da biomassa. (Araujo & Hagler, 2010). 

As principais vantagens de se utilizar leveduras como fontes de enzimas em grande escala, 

quando comparadas aos fungos filamentosos, é a obtenção de elevadas concentrações de enzimas 

através de manipulação gênica e ajuste das condições de cultivo, fácil e rápida triagem de micro-

organismos produtores, ciclos de fermentação curtos, uso de meios de fermentação de baixo custo, e 

diversidade de enzimas que catalisam a mesma reação, possibilitando flexibilidade nas condições de 

uso (Reed, 1997; Silva, 203; Xu et al., 2012).  

Segundo Madigan et al., 2004, as leveduras mais estudadas quanto a aplicação em diferentes 

setores industriais e de importância econômica são as do gênero Saccharomyces, utilizadas na 

panificação e na produção de bebidas alcoólicas, através da fermentação. O estudo enzimático 

envolvendo leveduras está cada vez mais consolidado, mas novos estudos utilizando esses 

microrganismos são necessários para a descoberta de isolados promissores para o desenvolvimento 

de subprodutos como enzimas (Pimentel et al., 2005) 
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3.3. GÊNERO Trichosporon sp. 

 

O gênero Trichosporon passou por uma extensa reavaliação taxonômica e atualmente, inclui 

37 espécies dentre elas T. Sporotrichoides, T. asahii, T. asteroides, T. cutaneum, T. inkin, T. 

mucoides, T. ovoides e T. loubieri. Espécies de Trichosporon podem ser encontradas no solo, na 

água, além de fazer parte da microbiota normal da pele, unhas e mucosas do trato respiratório e 

gastrointestinal humano. (Liu et al., 1998; Chowdhary et al., 2004; Fagundes et al., 2008).  

Este gênero não apresenta fase de reprodução sexuada, no entanto características 

bioquímicas indicam uma relação com a divisão Basidiomycota (Barnett et al., 2000).  

Taxonomicamente em relação às características macroscópicas das colônias existem diversas 

variações morfológicas. As colônias possuem crescimento rápido, coloração que pode variar do 

branco ao branco-amarelado, com textura lisa, enrugada, cerosa, globosa a aveludada. O aspecto 

enrugado da cultura se torna mais proeminente com o tempo, o centro elevado da colônia é típico. 

Sua micro-morfologia caracteriza-se pela presença abundante de blastosconídeos unicelulares de 

forma variada e de pseudo-hifas bem desenvolvidas. A característica mais típica é a produção de 

hifas hialinas septadas fragmentando-se em artroconídios unicelulares com forma prolongada, 

cúbica ou de barril.  As espécies são diferenciadas por provas bioquímicas, como assimilação de 

fontes de carbono, nitrogênio e teste de uréase e moleculares (Barnett et al., 2000). São fungos 

aeróbios, não fermenta açúcares, mas assimilam glicose, galactose e lactose (Lacaz et al., 2002). 

Durante séculos, as leveduras têm estado presentes em alimentos fermentados e bebidas, 

como pão, queijo, azeitonas, vinho, cerveja e cidra. Sendo a maioria das leveduras de efeito 

benéfico para a qualidade final desses produtos. Dentre os gêneros de leveduras de interesse 

biotecnológico destaca-se Trichosporon, onde a produção de enzimas é uma das características 

importantes deste gênero, que tem sido relatado como produtor de xilanases, lipases e outras 

enzimas (Cordeiro, 1997; Coton et al., 2006; Yan et al., 2008; Xu et al., 2012).  

Considerando a extraordinária diversidade microbiana, a importância dos fungos como 

produtores de enzimas, o potencial das leveduras no mercado biotecnológico o número escasso 

relatos da produção de lipases envolvendo o gênero Trichosporon sp., justifica-se a busca de novas 

espécies deste gênero, que sejam produtoras de enzimas com características especiais e passíveis de 

aplicação em biocatálise. 
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3.4. LIPÍDIOS 

  

Segundo Moraes 2008, os lipídios ou acilgliceróis, são biomoléculas que exibem uma 

grande variedade estrutural, não são caracterizados por algum grupo funcional comum, são gorduras 

e óleos que formam grande parte da biomassa terrestre. É o quarto grupo principal de moléculas da 

célula, não são poliméricos, mas se agregam. Estas moléculas que apresentam um maior número de 

ligações C-H do que os polissacáridos são substâncias apolares, insolúveis em água e solúveis em 

solventes orgânicos que contêm dois ou três tipos diferentes de resíduos de ácidos graxos, sendo 

denominados de acordo com a posição dos resíduos em relação à molécula de glicerol (Ribeiro et 

al., 2011).  

Alguns lipídeos estão combinados com outras classes de compostos tais como proteínas 

(lipoproteínas) e carboidratos (glicolipídeos). Essas moléculas se encontram distribuídas em todos 

os tecidos, principalmente nas membranas celulares e nas células de gordura. Desempenham várias 

funções biológicas importantes no organismo, entre elas; Reserva de energia em animais e sementes 

oleaginosas, sendo a principal forma de armazenamento os triacilgliceróis (triglicerídeos); 

Armazenamento e transporte de combustível metabólico; Componente estrutural das membranas 

biológicas. São substratos cuja hidrólise se dá por meio de enzimas lipolíticas.  Devido à sua 

heterogeneidade química, os lípidos podem ser incluídos nas seguintes categorias: ácidos graxos, 

triglicéridos, fosfolípidos, esfingolípidos e esteróides (Reda & Carneiro, 2007; Moraes, 2008; 

Ribeiro et al., 2011). 

   

3.4.1. Ácidos graxos  

 

O ser humano é capaz de sintetizar muitos tipos de ácidos graxos, incluindo os saturados e 

os monoinsaturados. Os ácidos graxos poliinsaturados, no entanto, principalmente os das classes j-6 

- família do ácido linoleico e j-3 - família do ácido linolênico, devem ser obtidos da dieta, pois são 

sintetizados apenas por vegetais. Estes ácidos graxos participam como precursores de biomoléculas 

importantes como as prostaglandinas, derivadas do ácido linoleico e com inúmeras funções sobre 

contratibilidade de músculo liso e modulação de recepção de sinal hormonal (Reda & Carneiro, 

2007; Moraes, 2008; Ribeiro et al., 2011). 
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3.4.2. Triacilgliceróis  

 

Conhecidos como gorduras neutras, esta grande classe de lipídeos não contém grupos 

carregados. São ésteres do glicerol - 1,2,3-propanotriol. A hidrólise ácida dos triacilglicerídios leva 

aos correspondentes ácidos carboxílicos - conhecidos como ácidos graxos. Este é o grupo mais 

abundante de lipídeos nos seres vivos, e são compostos derivados dos ácidos carboxílicos. Este 

grupo é geralmente chamado de lipídeos saponificáveis, porque a reação destes com uma solução 

quente de hidróxido de sódio produz o correspondente sal sódico do ácido carboxílico, isto é, o 

sabão (Reda & Carneiro, 2007; Moraes, 2008; Ribeiro et al., 2011). 

 

3.4.3. Fosfolipídeos  

 

     Os fosfolípideos são ésteres do glicerofosfato - um derivado fosfórico do glicerol. Um 

dos constituintes básicos das membranas biológicas ocorre em praticamente todos os seres vivos. 

Como são anfifílicos, também são capazes de formar pseudomicrofases em solução aquosa; a 

organização, entrentanto, difere das micelas. Os fosfolipídios se ordenam em bicamadas, formando 

vesículas (Reda & Carneiro, 2007; Moraes, 2008; Ribeiro et al., 2011). 

 

3.4.4. Esfingolipídeos 

  

A principal diferença entre os esfingolipídios e os fosfolipídios é o álcool no qual estes se 

baseiam: em vez do glicerol, eles são derivados de um amino álcool. Estes lipídeos contém 3 

componentes fundamentais: um grupo polar, um ácido graxo, e uma estrutra chamada base 

esfingóide (Reda & Carneiro, 2007; Moraes, 2008; Ribeiro et al., 2011). 

 

3.4.5. Esteróides  

 

Os esteróides são lipídeos de cadeia cíclica, atuam nos organismos, como hormônios e, nos 

humanos são secretados pelas gônadas, córtex adrenal e pela placenta.  O colesterol é o esteróide 

mais abundante nos animais (Reda & Carneiro, 2007; Moraes, 2008; Ribeiro et al., 2011). 
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3.5. LIPASES 

 

As lipases (triacilglicerol éster hidrolase, E.C. 3.1.1.3) ) constituem uma classe especial 

entre as carboxil éster hidrolases. São enzimas hidrolíticas amplamente distribuídas na natureza. 

Formam o grupo de enzimas que estão associadas ao metabolismo e à hidrólise dos lipídios, "in 

vivo" catalisam a hidrólise total ou parcial de triacilgliceróis de cadeia longa (acima de 10 átomos 

de carbono), fornecendo diacilglicerol, monoacilglicerol, glicerol e ácidos graxos livres, sendo a 

trioleína o seu substrato padrão, aos ácidos graxos correspondentes e glicerol, constituíndo uma 

classe especial de carboxil éster hidrolases (Jaeger e Eggert, 2002; Diaz et al., 2006; Dimitrijevic´ et 

al., 2012). 

Estas enzimas foram descobertas por Claude Bernard, em 1856 obtidas a partir do pâncreas 

de animais. Há aproximadamente cem anos atrás, o microbiologista Eijkmann relatou que diferentes 

cepas poderiam produzir e secretar as lipases e a partir de 1906, iniciaram-se os primeiros estudos 

sobre produção dessas enzimas utilizando-se diversos micro-organismos como bactérias, fungos 

filamentosos e leveduras (Ribeiro et al., 2011).  

Atualmente as lipases podem ser obtidas de várias fontes; nos animais de origem 

pancreática, hepática e gástrica, nos vegetais são encontradas nos tecidos de reserva energética e 

nos micro-organismos. Embora a lipase mais estudada até hoje seja a pancreática a pesquisa por 

enzimas produzidas a partir de micro-organismos vem crescendo nos últimos anos, do ponto de 

vista industrial estas enzimas são mais estáveis que as extraídas de plantas e animais, tornando sua 

produção mais conveniente e segura, permitindo uma produção em maior escala, sendo mais 

facilmente expressas via clonagem em outros organismos, o que facilita sua obtenção e purificação 

(Palekar et al., 2000; Sharma et al., 2001; Jaeger & Eggert, 2002; Hasan et al., 2006).  

Existe certa divergência entre a definição exata dos termos lipases e esterases. Entretanto, as 

lipases apresentam capacidade única de agir apenas na interface óleo/água. O que exclui as 

esterases típicas, pois essas agem em ésteres solúveis em água, ou que hidrolisam outros lipídeos 

(acilidrolases, colesterol esterases, tioesterases e outras), (Carvalho et al., 2003; Saxena et al., 2003; 

Castro et al., 2004; Tan et al., 2004; Panda & Gowrishankar, 2005; Gonçalves, 2007; Açikel et al., 

2010; Reis et al, 2015). 

As lipases geralmente não requerem a presença de co-fatores, atuam em uma ampla faixa de 

pH, são relativamente estáveis a altas temperaturas, normalmente, mantêm sua estrutura e atividade 

em solventes orgânicos, apresentam larga especificidade pelo substrato, alta enantiosseletividade, 

regiosseletividade e quimiosseletividade (Pandey et al., 1999b; Elibol & Ozer, 2002; Carvalho et 

al., 2003; Burkert et al., 2004; Castro et al., 2004; Contesini et al., 2009; Rigo et al., 2010). 
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De acordo com Ribeiro e colaboradores, 2011 além de catalisarem naturalmente reações de 

hidrólise, são capazes de promover reações reversas de síntese, como as reações de esterifição que 

acontecem quando a quantidade de água do sistema em que estão presentes é suficientemente baixa 

a ponto de deslocar o equilíbrio termodinâmico no sentido da síntese, ocorrendo formação de 

ligação éster a partir de álcool e ácido carboxílico. (Jaeger & Eggert, 2002; Carvalho et al., 2003; 

Pizarro & Park, 2003; Pandey et al., 2004; 1999).  

As reações de transesterificação são mais importantes para processos biotecnológicos, nos 

quais o doador do grupo acila é um éster, já nas reações de interesterificações catalisadas por 

lipases, o grupo acila é trocado entre duas moléculas de éster. A ampla gama de reações catalisadas 

confere às lipases maior importância entre os biocatalisadores, devido ao seu grande potencial 

biotecnológico (Colen, 2006; Hasan et al., 2006; Gonçalves, 2007; Dimitrijevic´ et al., 2012). 

Devido à enorme variedade de micro-organismos existentes há uma grande gama de lipases 

com características diferenciadas de atuação. Além da possibilidade de se induzir a produção de 

lipases por alguns micro-organismos de acordo com a composição do meio fermentativo. Em geral 

a produção de lipases é inibida na presença de açúcares simples (glicose, frutose) ou glicerol e é 

estimulada por meios contendo ácidos graxos livres, óleos e gorduras ou polissacarídeos complexos 

(Macrae & Hammond 1985; Reis et al, 2015). 

Atualmente fontes de carbono têm sido estudadas pois existe um interesse expressivo em 

otimizar estas fontes durante a produção de lipase e também em encontrar alternativas economica-

mente mais atrativas. As lipases têm encontrado aplicações promissoras em uma variedade de 

segmentos biotecnológicos, como em indústrias de alimentos, de detergentes, na biotransformação 

de óleos e gorduras, obtenção de fármacos, tratamento biológico de águas residuárias, aceleração da 

biodegradação de polímeros. Hidrocarbonetos de petróleo têm sido mencionados como substratos 

potenciais para a produção microbiana de várias enzimas comerciais importantes e metabólitos 

secundários (Hasan et al., 2006; Gonçalves, 2007; Ribeiro et et al., 2011). 

Entre as vantagens que o uso de lipases apresenta sobre os processos químicos 

convencionais estão; alta eficiência em condições de baixas temperaturas e pressão atmosférica; 

reduzida poluição ambiental; produtos originados de reações enzimáticas são considerados naturais 

pela legislação da maioria dos países; lipases apresentam vários graus de seletividade, ao contrário 

dos catalisadores convencionais, gerando menos produtos secundários e reduzindo a necessidade de 

purificação. (Xu, 2000; Ribeiro et al., 2011). 

A produção de lipases pode ser influenciada por diferentes variáveis, como o micro-

organismo produtor da enzima, as fontes de carbono e nitrogênio, a concentração de oxigênio 

dissolvido, a composição, temperatura e pH do meio, as condições de aeração e agitação e até 
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mesmo a geometria do biorreator. Lipases são produzidas por um grande número de 

microrganismos, incluindo bactérias, fungos filamentosos e leveduras (Hasan et al., 2006; 

Gonçalves, 2007; Ribeiro et al., 2011). 

A maioria das lipases microbianas industriais são derivadas de fungos. Diversos gêneros de 

fungos demonstraram ser bons produtores de lipases e as suas enzimas têm sido estudadas sob o 

ponto de vista acadêmico e industrial. As enzimas obtidas dos fungos são especialmente valorizadas 

por não serem nocivas à saúde humana, reconhecidos como GRAS (Generally Regarded as Save). 

Por exemplo, lipases de Rhizopus oryzae, Aspergillus niger, Penicillium camemberti, Penicillium 

roqueforti, e da levedura Candida rugosa estão sendo comercializadas atualmente pela Amano 

(Amano Europe Enzyme Ltda., UK) para processamento de óleos, gorduras e queijos, para a 

determinação de triglicerídeos, como aditivo em preparações digestivas e para síntese quiral 

(http://www.amano-enzyme.co.jp/).  

Considerando a extraordinária diversidade microbiana e a importância dos fungos como 

produtores de enzimas, justifica-se a busca de novos biocatalisadores com características especiais e 

passíveis de aplicação em biocatálise (Gandhi, 1997; Dimitrijevic´ et al., 2012). 

 

3.5.1.  Estrutura e mecanismo de ação 

 

Desde 1990, muitas estruturas de lipases foram determinadas, sendo todas de origem 

microbiana. Dados importantes relacionados com a conformação da molécula puderam ser 

revelados com a aplicação de técnica de cristalografia e raio X (Oliveira, 2000; Saxena et al., 2003). 

Essas enzimas apresentam estruturas protéicas variáveis, mas todas apresentam como característica 

padrão uma massa molar variando entre 19 e 75k Da, exibindo um padrão de dobramento 

característico, conhecido como estrutura de dobramento α/β hidrolase, sendo que muitas estruturas 

destas enzimas já foram definidas. As lipases microbianas são glicoproteínas e apresentam em torno 

de 258 e 544 resíduos de aminoácidos, dos quais a maior parte são hidrofóbicos e responsáveis pela 

interação entre a enzima e os substratos insolúveis em água, seu sítio ativo é composto por uma 

folha β pregueada formada por 8 segmentos β (β1 – β8), conectadas, interligadas e envolvidas por 

α-helices (Figura 1). O sítio ativo e composto por uma tríade catalítica formada pelos aminoácidos 

serina, histidina e aspartato (ou glutamato). O resíduo serina e responsável pela catalise e encontra-

se ligado por ligações de hidrogênio ao resíduo histinina, que por sua vez encontra-se ligado a um 

resíduo carboxilado (aspartato ou glutamato) (Jaeger & Reetz, 1998; Carvalho et al., 2003; Castro et 

al., 2004; Messia et al., 2011).  

http://www.amano-enzyme.co.jp/
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A estrutura molecular atribuída às lipases preenche os requisitos estruturais de uma enzima 

que é solúvel em meio aquoso, ativa na interface água-óleo e hidrolisa substratos hidrofóbicos. A 

hidrólise do substrato ocorre em duas etapas. Inicia-se com o ataque pelo átomo de oxigênio do 

grupo hidroxila do resíduo de serina nucleofílico no carbono carbonílico da ligação éster, ocorrendo 

a formação de um intermediário tetraédrico. Observa-se em todas essas enzimas a ocorrência da 

fenda do oxiânion que estabiliza o estado de transição, onde os intermediários tetraédricos são 

formados. Na próxima etapa, um álcool é liberado após a formação do complexo acil-lipase, o qual 

é finalmente hidrolisado com a liberação dos ácidos graxos e regeneração da enzima (Jaeger & 

Reetz 1999; Carvalho et al., 2003; Saxena et al., 2003b; Castro et al., 2004; Reis et al., 2009; Reis et 

al, 2015). 

Atividade da enzima ocorre na faixa de pH entre 4 a 9 e temperatura que varia entre 25 e 

70°C. As lipases microbianas são as que possuem maior estabilidade térmica (Jaeger & Reetz, 

1998; Carvalho et al., 2003; Castro et al., 2004). No entanto, não existe um protocolo padrão para 

determinar a termoestabilidade das lipases microbianas, o que dificulta a comparação entre elas 

(Messia et al., 2011). 

 

 

 

Figura. 1  Representação esquemática da estrutura da lipase de Pseudomonas 

sp.(Jaeger e Reetz, 1998). 

C terminal N terminal 

tampa 
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3.5.2. Ativação interfacial 

 

Lipase, uma carboxiesterase, diferentemente das esterases, atuam em substratos 

emulsificados. Mesmo sendo solúveis em água, as lipases catalisam reações hidrolíticas de 

triglicerídeos insolúveis, pois agem na interface de sistemas bifásicos óleo/água. Estas enzimas, 

portanto, não obedecem às equações de cinética enzimática de Michaelis-Menten, que são válidas 

apenas se a reação catalítica ocorrer em fase homogênea. Dessa forma, a análise das reações 

catalisadas por lipases ocorre utilizando-se substrato lipídico sob a forma de emulsão (Saxena et al., 

2003b; Castro et al., 2004; Reis et al., 2009;). 

O fenômeno de ativação interfacial, originado a partir de estudos cinéticos de reações 

lipolíticas, relaciona o aumento da atividade da lipase com a presença de uma interface óleo/água 

mantida sob a forma de emulsão ou micelas. A velocidade de reação é determinada pela área 

superficial da emulsão, e não apenas pela concentração de lipídeos na emulsão. Somente em 

emulsões óleo/água bem dispersas, homogêneas e estabilizadas as determinações de atividade 

lipásica fornecem resultados satisfatórios (Jaeger & Reetz, 1998; Elibol & Ozer, 2002; Reis et al, 

2015). 

O sítio ativo da lipase é coberto por uma superfície entrelaçada chamada de “tampa” com 

características hidrofóbicas, uma estrutura helicoidal, que, em ausência de interface óleo/água, 

deixa o sitio ativo inacessível ao substrato. Com a ligação do substrato à superfície da enzima, essa 

tampa move-se, abrindo a enzima. Dessa forma, o sítio ativo torna-se prontamente acessível ao 

substrato, expondo uma área hidrofóbica significativa para a interação da lipase com a interface 

lipídica. Esse mecanismo explica o fenômeno de ativação interfacial (Jaeger & Reetz, 1998; Elibol 

& Ozer, 2002; Castro et al., 2004; Gonçalves, 2007; Reis et al., 2009).  

No entanto, a presença da tampa não está necessariamente relacionada à ativação interfacial. 

Tendo sido descritas lipases como as de Pseudomonas aeruginosa, e Candida antartica B, que não 

demonstraram ativação interfacial, embora possuíssem uma “tampa” cobrindo seus sítios ativos. 

Assim sendo, a presença de uma “tampa” e a ativação interfacial não são critérios convenientes para 

classificar uma enzima como lipase. Segundo Jaeger & Reetz (1998) e Castro et al. (2004), a 

definição cabível às lipases é: uma lipase é uma carboxiesterase que catalisa a hidrólise de 

acilglicerol de cadeia longa. 

Atualmente, com o auxílio da biofísica, da cristalografia e da modelagem molecular tem 

crescido o número de pesquisas e o grau de conhecimento acerca da caracterização estrutural e da 

elucidação do mecanismo de ação das lipases, do aprimoramento de suas propriedades 
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enantiosseletivas, assim como da clonagem e da expressão de genes de lipases em organismos de 

fácil cultivo (Freire & Castilho, 2008). 

 

3.5.3. Aplicações das Lipases 

 

Lipases fúngicas constituem um importante grupo de enzimas biotecnologicamente 

importantes devido a versatilidade de suas propriedades e facilidade de produção em massa. São 

enzimas versáteis em suas propriedades enzimáticas e pela especificidade de substrato, o que torna 

muito atraente para aplicações industriais. Tais enzimas também podem ser produzidas  através da 

tecnologia de DNA recombinante (Salah et al., 2007; Juntachai et al., 2011). 

A versatilidade das lipases em catalisar a hidrólise de ésteres e reações de esterificação, 

transesterificação e interesterificação, amplia consideravelmente as aplicações comerciais e 

tecnológicas destas enzimas. Por isso, podem ser aplicadas na indústria de alimentos, oleoquímica, 

farmacêutica, de química fina, de cosméticos, de polpa e papel, de couro, de biossensores e no 

tratamento de efluentes ricos em óleos e gorduras (Gandhi, 1997; Pandey et al., 2004).  

Essas enzimas são utilizados de duas formas distintas; como catalisador biológico para a 

fabricação de ingredientes alimentares e na produção de produtos químicos finos (Dalmau et al., 

2000; Singh et al., 2012). 

As lipases são comumente utilizadas na transformação de óleos e gorduras, processamento 

de alimentos, couro, têxteis, detergentes e nas formulações de desengordurantes, fabricação de 

papel, síntese de produtos de química fina, a produção de produtos farmacêuticos, cosméticos, entre 

outros. Lipases também podem ser usadas para acelerar a degradação de resíduos gordos e de 

poliuretano (Cai et al., 2009). 

 

3.5.3.1. Indústria Alimentícea 

 

  Visando conferir ou modificar propriedades organolépticas dos alimentos, tais como 

aroma, textura e digestibilidade, as lipases são amplamente utilizadas na industria alimentícia. 

Segundo, Chen et al. 2008, a Companhia americana Rohm and Haas, fabrica lipases B, que é 

utilizada para melhorar o sabor de queijo. A adição de lipase de Candida lipolytica melhora a 

qualidade do queijo à base de leite, homogenizado e pasteurizado. Através de lipase produzida por 

Rhizopus niveus, foi desenvolvido um novo sistema de expressão para a produção recombinante de 

lipase na levedura Saccharomyces cerevisiae, esta lipase incorpora especificamente o ácido 

esteárico nas posições sn-1 e sn-3 posições de triglicéridos no óleo de girassol. Lipase imobilizada 
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produzida por Rhizomucor miehei, é utilizada para diminuir as gorduras da manteiga de cacau, esta 

enzima realiza a reação de transesterificação substituindo ácidos palmítico em óleo de palma com 

ácido esteárico para produzir triglicérideos esteárico-oléico-esteárico. As lipases também são 

aplicadas na produção de margarinas por meio da interesterificação de um óleo e devido à mistura 

de ácidos graxos saturados com insaturados nos triglicerídeos resultantes fornecem um produto com 

a textura desejada a uma margarina de boa qualidade, com o espalhamento eficaz em temperatura 

de refrigeração além da cremosidade (Peters & Nelson, 1951; Kohno et al., 1999; Rodrigues & 

Fernandez-Lafuente, 2010; Kar et al., 2012). Lipases produzidas a partir de Rhizomucor miehei são 

usados durante o processamento do chá preto, os lipídeos da membrana vegetal são degrados pela 

ação enzimática, formando produtos voláteis que conferem ao produto propriedades de sabor 

característica, melhorarando o sabor do chá (Kohno et al., 1999).  

No Japão a companhia Tanabe Seiyaku, usa lipases para reforçar sabores de produtos 

lácteos, leite, queijo, manteiga. Lipases imobilizadas a partir de Candida antarctica, Candida 

cylindracea AY30 e Geotrichum candidum são utilizadas para a esterificação de fenóis 

funcionalizados para a produção de anti-oxidantes lipofílicos em óleo de girassol. Essas enzimas 

facilitam a remoção de gordura de produtos de carne e peixe (Kwon et al., 2002; Hasan et al., 

2006).   

Na indústria de laticínios, as lipases são empregadas na aceleração do processo de maturação 

de queijos e na hidrólise da gordura do leite. A demanda crescente por leite e derivados com menor 

teor de gordura tem obrigado o setor industrial a encontrar alternativas na fabricação desses 

produtos, dessa forma, a lipase tem sido utilizada na hidrólise seletiva dessa gordura. Adição desses 

hidrolisados, confere uma variedade de efeitos organolépticos aos alimentos (Virto et al., 2003). 

As lipases também são utilizadas na indústria de panificação, onde se utiliza a lipase 1,3 

específica cuja função é degradar os lipídeos do trigo, modificando sua interação com o glúten para 

obter efeito condicionador da massa, aumentando o volume do pão, conferindo uma textura do 

miolo e melhorando a cor branca (Castro et al., 2004; Hasan et al., 2006; Singh et al., 2012). 

 

3.5.3.2. Indústria Farmacêutica 

 

Na indústria farmacêutica, a enzima oferece diversas vantagens; capacidade de lipases para a 

resolução de misturas racémicas por síntese de um enantiómero simples são atualmente explorados 

para a produção de medicamentos pela indústria farmacêutica, sendo utilizadas na produção de 

antidepressivos, anti-hipertensivos e vasodilatadores  (Patel, 2002; Castro et al., 2004; Hasan et al., 

2006).  
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Berrobi et al. 1970, desenvolveram uma patente para preparações farmacêuticas que contem 

as enzimas hialuronidase e thiomucase além de lipases para uso em inflamações da pele. A enzima 

também é utilizada na área de alimentação parenteral e enteral, onde emulsões com lipídeos 

estruturados têm sido vista como alternativa aos óleos vegetais utilizados tradicionalmente (Foresti 

& Ferreira, 2010).  

As lipases são ferramentas de análises bioquímicas para diagnósticos, onde os níveis 

crescentes dessas enzimas no soro sanguíneo indicam a posibilidade de determinadas doenças, 

coração, lesão pancreática e pancreatite aguda. Funcionam como biossensores lipídicos 

determinando triglicéridos e colesterol no sangue (Carvalho et al., 2003; Yazawa et al., 2012). 

Alguns ácidos graxos poliinsaturados tornaram-se substâncias farmacêuticas potenciais, 

dentre eles o ácido linoléico (ômega 6) e o ácido linolênico (ômega 3) são chamados, 

particularmente, de ácidos graxos essenciais, por serem obtidos somente a partir da dieta. Esses 

ácidos formam um importante grupo de compostos da dieta humana, uma vez que participam da 

prevenção de doenças cardiovasculares e inflamatórias (Pandey et al., 2004; Freitas et al., 2007; 

Padilha & Augusto-Ruiz, 2007; Foresti & Ferreira, 2010; Singh et al.,  2012). 

Lipases tem potencial de aplicação em cosméticos devido à suas atividades em surfactantes 

e na produção de aroma. Mono e diglicerois são produzidos por esterificação de glicerol e são 

usados como um agente tensioactivo na indústria de cosméticos e perfumes, utilizado como 

emoliente em produtos de cuidados pessoais, tais como a pele, cremes para bronzeado e óleos de 

banho. As lipases são empregadas em produtos auxiliares no tratamento da celulite, juntamente com 

a enzima hialuronidase (Xu 2000; Ciafardini et al., 2006) .   

Algumas patentes, relacionadas ao uso de lipase em cosméticos, já foram depositadas. 

Destacam-se: a patente depositada pela empresa detentora da marca L’oreal, em 1994, em que a 

lipase é associada a ésteres C2-25 como despigmentante; a patente depositada pela empresa 

detentora da marca Yves Rocher, em 1994, em que a lipase é destinada para uso capilar no 

tratamento da seborréia; e a patente depositada, também, pela empresa detentora da marca L’oreal, 

em 2000, sendo a lipase utilizada como precursor de vitamina (Faria, 2010). 

 

3.5.3.3. Aplicação Médica 

 

Em aplicações médicas é a principal enzima com atuação no metabolismo de gorduras. Sua 

deficiência coloca sérias conseqüências para a saúde. Também é utilizada no tratamento de tumores 

malignos, sendo um ativador do factor de necrose do tumor. Outras aplicações terapêuticas de 
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lipases é tratamento de dispepsias, perturbações gastrointestinais, manifestações cutâneas de 

alergias digestivas (Gandhi, 1997; Pandey et al., 2004; Yazawa et al., 2012). 

  

 

3.5.3.4. Indústria Têxtil 

 

O uso de lipase fúngica na indústria têxtil torna-se cada vez mais importante. As lipases são 

utilizadas para auxiliar na remoção de lubrificantes de modo a proporcionar uma capacidade 

elevada de absorção do tecido melhorando o nivelamento da tintura, também é utilizada nos 

sistemas de abrasão do denim. As preparações comerciais contendo lipases promovem a 

desengomagem de tecidos de algodão, reduzindo a frequência das fendas e estrias nos tecidos 

(Dalmau et al., 2000; Hasan et al., 2006; Trodler et al., 2008; Singh et al., 2012). 

 

 

3.5.3.5. Desengordurante do couro 

 

Desengorduramento é um passo essencial na fabricação de acessórios e roupas de couro. 

Neste processo, ocorre a remoção do excesso de gorduras naturais de peles oleosas. A presença da 

gordura provoca diversas irregularidades no acabamento. Lipases produzidas por Rhizopus nodosus 

são muito eficazes no desengorduramento de peles de ovinos, conferindo qualidade ao produto final 

(Gandhi, 1997; Pandey et al., 2004 Hasan et al., 2006; Singh et al., 2012). 

 

3.5.3.6. Indústria de Detergentes 

 

O campo comercialmente mais importante para as lipases hidrolíticas de fungos é a industria 

de detergentes industriais ou domésticos. As lipases para detergentes devem possuir características 

de baixa especificidade ao substrato, hidrolisando gorduras de varias composições, e serem ativas e 

estáveis em condições normalmente consideradas agressivas para uma enzima, como temperaturas 

de 40 a 60 
o
C, presença de detergentes e meios muito básicos (Sharma et al., 2001; Hughes et al., 

2012).  

As lipase podem reduzir a quantidade de detergente liberada no ambiente além de poupar 

energia, permitindo uma menor temperatura de lavagem. O marco na utilização de lipase em 

detergentes ocorreu com o produto Lipolase® (lipase de Humicola lanuginosa) da empresa Novo 

Nordisk, em 1994. Em 1995, foi lançada a Lipolase Ultra® que apresentava maior capacidade de 
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remoção de gorduras. A versão LipoPrime®, lançada dez anos após a Lipolase®, garantia remoção, 

em um único ciclo de lavagem, de manchas gordurosas. Diversos fungos como Aspergillus oryzae, 

Candida sp., Rhizopus oryzae, e Humicola lanuginosa são conhecidos por produzir lipases em 

condições adequadas para aplicações em detergentes. Lipases fúngicas funcionam dissolvendo as 

manchas gordurosas e removendo nódoas dos tecidos, sendo componentes importantes de misturas 

de detergentes (Jaeger & Reetz, 1998; Pandey et al., 1999; Castro et al., 2004; Hasan et al., 2006; 

Nunes et al., 2012). 

  

 

3.5.3.7. Indústria de Papel e Celulose 

 

Lipases produzidas a partir de Candida rugosa e de C. cylindracea são utilizados na 

indústria de celulose e papel, onde preparações contendo lipases são utilizadas para controle de 

depósitos de resinas, removendo componentes hidrofóbicos presentes na suspensão de pasta 

mecânica, que causam problemas durante a fabricação do papel (Kontkanen et al., 2004; Idris et al., 

2012). 

 

3.5.3.8. Produção de polímeros biodegradáveis 

 

As lipases são usadas como biocatalisadoras para a produção de compostos biodegradáveis 

úteis. Entre os compostos biodegradáveis produzidos com auxílio de lipases estão os Ésteres de 

trimetilpropano, similarmente sintetizados como lubrificantes, 1-Butil oleato é sintetizado por 

esterificação direta de butanol e de ácido oleico para reduzir a viscosidade do biodiesel no uso 

durante o inverno.  Temos ainda os poliésteres aromáticos, biodegradáveis e produzidos por 

biocatálise usando lipase (Palekar et al., 2000; Pandey et al., 2004; Koblitz & Pastore 2006; Idris et 

al., 2012).  

 

3.5.3.9. Produção de biodiesel 

 

As possibilidades de aplicações das lipases na indústria oleoquímica são enormes. O 

biodiesel é uma fonte renovável de energia, é biodegradável e apresenta baixo índice de emissão de 

partículas e de gases como CO, CO2. Foram realizadas as produções de biodiesel catalisadas por 

lipases a partir de diferentes tipos de óleos, tais como de girassol, de soja, de coco, de palma e de 

macaúba (Ribeiro et al., 2011). 
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Pandey et al. 2002, relataram a metanólise de uma mistura de óleo de resíduos  utilizando 

lipase imobilizada de Candida antarctica. A utilização de lipases de Mucor miehei e Candida 

antarctica na transesterificação de óleos usando diferentes tipos de hexano como solvente  mostrou 

que a lipase de M. miehei é mais eficiente na conversão de álcoois primários (metanol, etanol, 

propanol e 1-butanol), com rendimentos entre 95% e 98%, ao passo que a lipase de C. antarctica é 

mais adequado para a conversão de álcoois secundários (isopropanol e 2-butanol), com rendimentos 

entre 61% e 84% (Ribeiro et al., 2011; Hughes et al., 2012).  

Na transesterificação enzimática, rendimentos mais elevados de biodiesel são atingidos 

utilizando óleo refinado em comparação com óleos crus. Isto é devido à presença de fosfolípidos no 

óleo não refinado, que afetam a interação entre o substrato e a lipase. Logo,  efetua-se antes reações 

de transesterificação, a fim de obter uma melhor produção de biodiesel (Pandey et al., 1999; Pizarro 

& Park, 2003; Pandey et al., 2004; Maria et al., 2005; Salah et al., 2007; Trodler et al., 2008; 

Talukder et al., 2010; Sorour et al., 2012). 

 

 

3.5.3.10. Tratamento de resíduos 

 

Um novo e crescente campo de atuação das lipases refere-se ao tratamento de resíduos. 

Muitos estudos estão sendo realizados para a utilização de lipases no tratamento de efluentes como 

uma alternativa ou complemento aos tratamentos convencionais. Residuos industriais ricos em 

oleos e materiais graxos provenientes de restaurantes, laticínios e indústrias processadoras de carne 

podem ser tratados atraves do uso de lipases de diferentes origens. Diversos tipos de lipases já 

foram testados quanto a essa capacidade. Lipase de Pseudomonas aeruginosa foi testada no pré-

tratamento de efluentes de restaurantes e a de Candida rugosa, empregada no tratamento de 

resíduos domésticos (Ribeiro et al., 2011; Hughes et al., 2012).   

Leal et al. 2002, relataram tratamento anaeróbio de esgoto sintético utilizando leite com e 

sem pré-hidrólise com preparação de enzima sólida de Penicillium restrictum. Verificaram que o 

desempenho do tratamento anaeróbio de águas residuais, com e sem pré-hidrólise são quase 

comparáveis quando a concentração de óleo e gordura com uma concentração de 600 mg L
-1

. No 

entanto, quando a concentração é de 1,000 mg L-1, o tratamento de águas residuais complementado 

com hidrólise enzimática promoveu uma ligeira melhoria no efluente hidrolisado. Rigo e 

colaboradores 2010 realizaram uma comparação entre a preparação não comercial de lipase de 

Penicillium restrictum produzida através da fermentação em estado sólido e uma enzima comercial 

(100T Lipolase - lipase imobilizada da Novozymes) na hidrólise de óleos e graxas nos efluentes de 
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indústria de carne de suíno. Os autores afirmaram que a preparação não comercial da lipase é mais 

adequada para a hidrólise de efluentes da indústria de carne devido a maiores taxas hidrolíticas. 

Apresentando ainda baixo custo, uma vez que o extrato enzimático bruto foi produzido a partir de 

resíduos agro-industriais. Espécies de fungos são usadas para degradar os derramamentos de 

petróleo em ambientes costeiros, o que pode melhorar a eco-restauração (Maria et al., 2005; Ribeiro 

et al., 2011; Junior et al., 2012; Singh et al., 2012).  

O tratamento enzimático de efluentes é interessante, pois ajuda a melhorar a eficiência dos 

tratamentos convencionais. Alem disso, as enzimas atuam em poluentes específicos e, com os 

avanços da biotecnologia, algumas enzimas podem ser produzidas de forma econômica. Dentro 

deste contexto, diversos trabalhos relatam a utilização de preparados enzimáticos obtidos por 

fermentação uma alternativa de baixo custo para o tratamento de efluentes com elevados teores de 

gordura gerados na indústria de um modo geral (Gandhi, 1997; Pizarro & Park, 2003; Hughes et al., 

2012). 

 

 

3.6. PRODUÇÃO DE LIPASE 

 

A produção de lipases pode ser realizada por dois tipos de processos: a fermentação em 

estado sólido (FES) e fermentação submersa (FS) (Martins, 2001). A FS consiste no crescimento do 

micro-organismo sobre um meio fermentativo líquido com nutrientes solúveis, sendo este o 

processo mais utilizado para a produção de lipases (Reguly, 2000; Alonso, 2001; Martins, 2001; 

Romero et al., 2012).  

 

3.6.1. Fermentação em Estado Sólido 

 

A fermentação em estado sólido é uma tecnologia adequada à produção de enzimas, uma 

vez que este processo pode ser realizado in situ, os substratos geralmente apresentam baixo custo, 

dado ao reaproveitamento de resíduos agroindustriais que podem ser empregados como fonte de 

nutrientes para o processo fermentativo (Martins et al., 2008; Messias et al., 2011).  

Podemos citar como vantagens da técnica em relação à fermentação submersa: o uso de 

equipamentos menos complexos, a utilização de biorreatores mais compactos devido ao pouco 

volume de água, pouco espaço necessário para a fermenteção, meios de cultura mais simples, baixa 

demanda de energia, e proporcionam baixo risco de contaminação no processo fermentativo, baixo 
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custo operacional e em alguns casos apresenta rendimentos superiores (Pinheiro, 2006; Reis et al, 

2015). 

Como limitações do processo, podemos mencionar o fato de que poucos micro-organismos 

são capazes de crescer em condições restritas de água, dificuldade no controle e monitoramento de 

parâmetros operacionais, não homogeneidade do meio de cultivo e na limitação de transferência de 

massa. Existe também a dificuldade de extração de produtos em meio sólido. Essa recuperação é 

essencial para a viabilidade do processo (Pandey et al., 2004; Martins et al., 2008; Messias et al., 

2011).  

 

3.6.2. Fermentação Submersa  

 

As enzimas de interesse industrial, em especial as lipases, têm sido produzidas 

principalmente por culturas líquidas submersas. As fermentações submersas apresentam grande 

homogeneidade e, consequentemente, eficiente transferência de nutrientes, principalmente quando o 

substrato utilizado é um triglicerídeo (Ribeiro et al., 2011).  Os aspectos de engenharia dominados e 

desenvolvidos na fermentação submersa estão associados ao crescimento microbiano assim como, 

às variações da composição e condições do cultivo (Messias et al., 2011; Romero et al., 2012; Reis 

et al, 2015). 

Os processos de FS foram ampliados mundialmente com a produção de antibióticos, devido 

à importância da penicilina durante a segunda guerra mundial, tendo sido realizadas inúmeras 

pesquisas a fim de conhecer a cinética destes processos, os dados de dimensionamento e controle de 

biorreatores (Pandey, 2000). 

A fermentação submersa tem como característica principal a utilização de um meio 

fermentativo líquido com nutrientes solúveis. Esse processo apresenta variáveis na forma de 

condução podendo ser continuo, descontinuo e semi-contínuo (Martins, 2001).  

No processo contínuo há um fluxo ininterrupto de entrada de substrato e saída de caldo 

fermentado conforme as necessidades do micro-organismo; já os processos descontínuos são 

conduzidos na forma de batelada, isto é, o meio de cultura é inoculado com o micro-organismo e o 

processo segue até o esgotamento de nutrientes e/ou acúmulo do produto de interesse (Montesinos 

et al., 1996).  

O processo semi-contínuo consiste na alimentação do reator durante o processo, visando o 

aumento da produção e permitindo o estudo dos aspectos cinéticos do processo (Pinheiro, 2006; 

Romero et al., 2012). 
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A produção de lipases por FS pode ser realizada em “frascos” agitados, fermentadores de 

bancada ou fermentadores em escala industrial. Esse tipo de fermentação propicia uma 

homogeneidade do sistema que possibilita transferência de calor mais eficiente e a facilidade de 

controlar parâmetros como pH, temperatura e oxigenação, garantindo o máximo de rendimento no 

decorrer do processo (Borzani et al., 2001; Romero et al., 2012). Nesse sistema de produção, os 

nutrientes encontram-se dissolvidos no meio submerso tornando-se facilmente acessíveis para 

utilização pelo micro-organismo (Reguly, 2000).  

Castilho et al. (2000), ao estudar Penicillium restrictum em FS e FES, verificaram que a 

fermentação submersa requer um maior investimento quando comparado com a fermentação em 

estado sólido. Economicamente mais atrativa e devido a utilização de resíduos agroindustriais como 

substrato. A questão da viabilidade econômica da FS frente à FES vem sendo solucionada com a 

otimização do meio de cultivo através de novas fontes de substratos, mas também nos parâmetros 

utilizados durante o processo da FS como temperatura, aeração, pressão e agitação (Crueger & 

Crueger, 1993; Romero et al., 2012). 

Segundo Trevan et al. (1990), para o sucesso da realização da FS, deve-se principalmente 

selecionar um micro-organismo adequado, pelo fato de que a idade da cultura pode interferir na 

produção, pois as culturas jovens são mais produtivas. Outros fatores como a temperatura de 

armazenamento dos esporos e a composição do meio de esporulação também influenciam na 

produção. Na produção de lipases a partir de fungos, os substratos lipídicos atuam como indutores 

em muitas espécies, nos quais as lipases são produzidas constitutivamente (Lima et al., 2001Martins 

et al., 2008; Romero et al., 2012). 

 

 

3.6.2.1.  Substratos utilizados na fermentação submersa 

 

3.6.2.1.1.  Azeite de oliva 

 

A oliveira (Olea europea L.) pertence à família Oleaceae. É uma das árvores frutíferas mais 

importantes em países mediterrânicos, onde cobrem 8 milhões de hectares, o que representa quase 

98% da safra mundial. As árvores de oliva foram cultivadas pela primeira vez há mais de 5.000 

anos na Síria, Líbano e Israel. No entanto foram os gregos os primeiros a exportar o óleo de oliva. 

Naquela época o óleo era utilizado como medicamento, ungüento ou bálsamo, perfume, 

combustível para iluminação e impermeabilizante de tecidos. Isso demonstra a importância 
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econômica e social da cultura e os possíveis benefícios a serem extraídos da utilização de qualquer 

um dos seus derivados (Oliveira, 2001; Pereira et al., 2007). 

Atualmente, existem vários produtores de óleo de oliva (Azeite) (Figura 2 a) em todo 

mundo, dentre os quais se destacam: Argentina, Argélia, Espanha, Itália, Líbia, Marrocos, Portugal, 

Tunísia, Turquia, França e Grécia. É importante entender que o azeite de oliva é o único azeite que 

é extraído de uma fruta, os demais azeites são extraídos de um grão, uma semente ou noz (Pio et al., 

2005). Esta planta foi tradicionalmente cultivada sob condições de chuva, mas devido a demanda 

para seus produtos fez necessária a implantação do método de irrigação em muitas áreas (Figura 2 

b). No entanto tornou-se uma árvore muito tolerante à seca (Moriana et al., 2002). O cultivo de 

oliveiras adquiriu especial relevância, pelo fato do azeite de oliva ser benéfico à saúde humana, pela 

sua comprovada eficácia na proteção de enfermidades cardiovasculares e por ser muito utilizado nas 

indústrias de produtos farmacêuticos (Oliveira, 2001; Awan et al., 2003; Pio et al., 2005).  

Olea europaea L. é amplamente estudada pelo seu uso alimentar, o fruto (Figura 2 c) possui 

um  alto teor de gorduras monoinsaturadas, sendo esta fruta constituída de água (50%), óleo (22%), 

açúcar (19%), celulose (5,8%) e proteínas (1,6%). As folhas são importantes pelos seus metabolitos 

secundários. Os frutos e o óleo são componentes essenciais na dieta diária de uma grande parte da 

população do mundo (Pereira et al., 2007). 

Alguns produtos do metabolismo secundário das folhas das oliveiras possuem propriedades 

hipotensiva e hipoglicêmica. Vários relatórios demonstraram que o extrato de folha de oliveira tem 

a capacidade de diminuir a pressão arterial em animais, e aumentar o fluxo sanguíneo nas artérias 

coronárias, aliviar a arritmia e prevenir espasmos musculares intestinais. Também podem ser 

utilizadas infusões de folhas, permitindo uma considerável ingestão e/ou absorção de compostos 

bioativos (Pereira et al., 2007).  

Compostos voláteis da azeitona estão principalmente correlacionados às suas propriedades 

antioxidantes. Estes produtos possuem propriedades antimicrobianas de compostos fenólicos, 

particularmente hidroxitirosol e oleuropein (Moriana et al., 2002). Pereira e colaboradores (2007) 

realizaram um estudo sobre a atividade antimicrobiana in vitro de folhas de oliveira, analisando 

compostos fenólicos por HPLC (High Performance Liquide Chromatography) e DAD (Detector 

Array Diode), avaliaram as atividades antimicrobianas dos extratos contra bactérias Gram-positivas 

e Gram-negativas, além de fungos.  

De acordo com Pio et al. (2005), o Brasil é um dos maiores importadores de produtos de 

oliveira da América do Sul, sendo a Argentina um dos maiores fornecedores, além da Espanha e 

Portugal. Mesmo com um mercado consumidor de azeitonas e azeite de oliva constante, não se 

conseguiu, até os dias de hoje, que a olivicultura no Brasil se tornasse uma alternativa rentável e 
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viável para os produtores, devido principalmente a manejos inadequados e falta de conhecimento de 

modernas técnicas de formação e condução dos pomares. O óleo de oliva (também chamado de 

azeite de oliva) é extraído a partir do fruto devido ao óleo (15 a 35%) estar localizado nas células do 

mesocarpo das azeitonas, pelo método de pressão, centrifugação e sistemas de filtragem (Awan et 

al., 2003). 

O azeite recem produzido tem uma aparência opaca, devido à presença de partículas sólidas 

da vegetação e a micro-gotas de água dos frutos. Estudos microbiológicos recentes tem mostrado 

que uma micro-flora rica está presente na fração de suspensão do óleo de oliva produzindo lipases, 

capaz de melhorar a qualidade do óleo, através da hidrólise dos triglicerídeos (Ciafardini et al., 

2006).  

As leveduras são responsáveis pelo processo de fermentação das azeitonas pretas, já a 

fermentação das azeitonas verdes é realizada pelo ácido láctico das bactérias. A fermentação das 

azeitonas pretas tem sido estudada em diferentes países, principalmente pela Espanha, Portugal, 

Grécia e Marrocos, mostrando grande biodiversidade das espécies de levedura, como espécies dos 

gêneros Saccharomyces, Pichia, Candida e Torulaspora (Coton et al., 2006). 

Ciafardini e colaboradores 2006, realizaram testes com leveduras estocadas em coleção, 

previamente isolados de azeite. Dois isolados produtores de lipase extracelulares,  Saccharomyces 

cerevisiae 1525 e Williopsis californica 1639 foram capazes de hidrolisar substratos sintéticos 

diferentes e específicos representados por p-nitrofenilo, o estearato de 4-nitrofenil palmitato, 

tripalmitina e trioleína, bem como azeite triglicéridos. A atividade da enzima em ambas as 

leveduras foi influenciada pela relação entre a solução aquosa e a fase orgânica. Além disso, os 

ácidos graxos livres do azeite provaram ser bons indutores de atividade lipásica, em ambas as 

leveduras. Trabalhos têm sido realizados utilizando-se azeite de oliva como fonte de carbono para 

produção de lipases, sendo este um óleo padrão para produção desta enzima (Ribeiro et al., 2011).                                                                                                     

 

 Figura. 2 Aspectos gerais da oliva (a) planta, (b) fruto e (c) óleo de oliva  (Fonte: 

www.fisioterapiaquintana.blogspot.com) 

 

http://fisioterapiaquintana.blogspot.com/2012/10/azeite-de-oliva-contra-barriga-e-doencas.html
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3.6.2.1.2.  Óleo de mamona 

 

Mamoneira (Ricinus communis L), pertencente à família Euphorbiaceae, classificada no 

grupo das xerófilas, tendo hábito arbustivo, os racemos não se desenvolvem ao mesmo tempo na 

planta, o florescimento da mamoneira é chamado botanicamente de simpodial. Possui um lento 

crescimento no inicio do ciclo e uma elevada produção de frutos (Figura 3 a). A planta é de origem 

tropical, heliófita, resistente à seca e exigente em calor (20 a 30ºC) e luminosidade. A mamoneira 

engloba um vasto número de tipos de plantas nativas da região tropical, com diversas colorações de 

caule, folhas e racemos (cachos). A colheita dos racemos, frutos e sementes da mamoneira é feita 

em várias etapas, periodicamente, com o intuito de minimizar os efeitos da desuniformidade de 

maturação e maximizar a qualidade das sementes (Figura 3 b). Considerada uma planta rústica, as 

variedades de mamona selecionadas para o cultivo apresentam, em geral, sementes com germinação 

lenta e desuniforme, ficando por mais tempo expostas aos patógenos de solo e às intempéries, o que 

resulta em estande final irregular. A mamoneira é considerada uma planta (Figura. 3 c) que exaure o 

solo, necessitando ser cultivada em solos muito férteis para que atinja boa produtividade. É uma 

planta com bastante representatividade no cenário econômico e social no Nordeste brasileiro (Silva 

et al., 2007; Fanan et al., 2009; Mendes et al., 2009; Bizinoto et al., 2010; Souza et al., 2010). 

A mamona produz quantidade considerável de biomassa 20 t ha-1, que podem ser 

devolvidas ao solo. As folhas da mamona podem servir de alimento para o bicho da seda; a haste, 

além da celulose para a fabricação do papel, pode fornecer matéria-prima para tecidos grosseiros. 

Suas sementes possuem um considerável teor de óleo (Fig. 3 d). A casca de mamona, um dos 

produtos gerados em grande quantidade no processo de descascamento e beneficiamento das 

sementes de mamona, apresenta quantidades significativas de alguns nutrientes. A torta é o 

principal subproduto da cadeia produtiva da mamona, produzida a partir da extração do óleo das 

sementes desta oleaginosa. Seu principal uso é como adubo, mas também pode ser utilizada como 

alimento animal devido ao seu alto valor protéico, no entanto seu uso ainda não é possível devido à 

carência de tecnologia viável para realizar sua destoxificação e desalergenização. Possui diversas 

propriedades como inseticida e nematicida fornece quantidades consideráveis de nitrogênio, fósforo 

e potássio. Atualmente, uma das principais aplicações da mamona diz respeito à obtenção do 

biodiesel, produto da reação do óleo de mamona com um álcool reagente, na presença de um agente 

catalisador.  (Junior et al., 2008; Mendes et al., 2009; Oliveira et al., 2009; Souza et al., 2010; Lima 

et al., 2011). 

Em geral, os frutos possuem espinhos que, em alguns casos, são inermes; as sementes se 

apresentam com diferentes tamanhos, formatos e grande variabilidade de coloração. O óleo de 
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mamona, extraído pela prensagem das sementes, contém 90% de ácido graxo ricinoléico, o que lhe 

confere características singulares e versáteis, possibilitando uma ampla gama de utilização 

industrial com utilidade só comparável à do petróleo. Representando em média 48% do peso bruto 

da semente, e o mais denso e o mais viscoso de todos os óleos vegetais e animais, além de 

apresentar 5% a mais de oxigênio em relação aos demais óleos. Único óleo na natureza glicerídica, 

que é solúvel em álcool, pode se transformar em centenas de aplicações nas indústrias químicas e de 

cosméticos. Sendo usado na fabricação de; plásticos, fibras sintéticas, tintas, esmaltes, entre outros. 

Além de ser alternativa para produção de biodiesel o que tem despertado grande interesse, devido 

ao incentivo à produção de biodiesel. As características desse óleo e de seus coprodutos dão 

potencial para a obtenção de diversas substâncias fortemente valorizadas no mercado internacional, 

tais como ácidos e ésteres (Fanan et al., 2009; Bizinoto et al., 2010; EMBRAPA, 2015).   

A mamona é uma oleaginosa de destacada importância no Brasil e no mundo, é aproveitada 

em mais de 500 itens pela indústria química. Cerca de 93% da produção do país estão no Nordeste. 

Da industrialização da mamona obtém-se, como produto principal, o óleo e, como subproduto, a 

torta, utilizada na restauração de terras esgotadas, com destaque na lavoura fumageira na Bahia 

(Ferreira et al., 2009; Mendes et al., 2009) 

Atualmente, o Brasil é o 3° maior produtor de mamona, com produção de aproximadamente 

120 mil toneladas na safra 2014, com produtividade média ainda baixa. O país atualmente importa 

óleo de mamona e derivados. Na safra 2014, 5,12 mil toneladas de óleo de mamona chegaram aos 

portos brasileiros. Para cada tonelada de semente de mamona processada, são gerados 530 kg de 

torta de mamona, estimando-se o resíduo em aproximadamente 66 mil toneladas de torta (Ferreira 

et al., 2009; Mendes et al., 2009; Embrapa, 2015) 

Devido à extraordinária capacidade de adaptação às várias condições de clima, possui a 

capacidade de produzir satisfatoriamente bem sob condições de baixa precipitação pluvial, e solo 

passou a ser cultivada em diversas áreas do território nacional. 418 municípios da nordeste do Brasil 

apresentam condições de solo, precipitação pluvial e altitude favoráveis ao cultivo de mamoneira, 

com períodos de semeadura variável. Por ser fator fixador de mão-de-obra, gerador de emprego e de 

matéria-prima indispensáveis ao desenvolvimento do país, a mamona apresenta-se como alternativa 

de grande importância para o semi-árido brasileiro, onde a cultura da mamona obteve um aumento 

do plantio impulsionado pelo Programa Nacional de Produção e Uso do Biodiesel. Ocasionando no 

da mamona região semi-árida do Brasil. A meta de produção de biodiesel foi dimensionada com 

base na erradicação da miséria do nordeste brasileiro, ocupando dois milhões de famílias, que 

convivem com a fome (Mendes et al., 2009; Embrapa, 2015).  
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3.6.2.1.3.  Óleo de licuri 

 

O gênero Syagrus, pertence à família Arecaceae, subfamília Aerocoideae, tribo Cocoeae, 

subtribo Butineae, possui 30 espécies distribuídas na América do Sul, sendo que 16 espécies 

concentram-se na região Nordeste do Brasil e 14 são registradas na floresta Atlântica. Licuri, 

Syagrus coronata (Martius) Beccari, é uma espécie predominante nas regiões secas e áridas, ocupa 

toda a porção oriental e central da Bahia, até o sul de Pernambuco, abrangendo ainda os estados de 

Sergipe e Alagoas. Cresce tanto em solos férteis e profundos como em solos pedregosos, até em 

áreas com afloramentos rochosos, mas não se adapta aos solos encharcados ou permanentemente 

úmidos (Crepaldi et al., 2001; EMPRAPA, 2015). 

O licurizeiro é uma palmeira monóica (Fig. 4 a), cujo porte pode variar de  pequeno a 

grande, pode ser solitária ou cespitosa, seu tronco e muito curto, subterrâneo a ereto e alto cuja 

altura varia de 6-10 metros com média de 25cm de diâmetro. Suas folhas são pinadas, distribuídas 

Figura. 3 Aspectos gerais da mamona (a) planta, (b) frutos, (c) sementes e (d) óleo  (Fonte: 

www.agricultura.al.gov.br) 

 

http://www.agricultura.al.gov.br/sala-de-imprensa/noticias/2011/abril/tecnicos-serao-capacitados-para-trabalhar-com-mamona
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helicoidalmente em cinco fileiras, inflorescências interfoliares. Presença de projeções fibrosas 

semelhantes a espinhos nas margens do pecíolo foliar. Floresce e frutifica durante todo o ano. Sua 

frutificação (Fig. 4 b) inicia-se seis anos após o plantio. A produção média anual em um licurizal 

nativo é de 2.000 Kg/ha de frutos (Rodrigues et al., 2011). 

A propagação do licuri é feita exclusivamente de forma sexuada. Como a maioria das 

espécies da família Arecaceae, a germinação da semente do licuri, ocorre vários dias após o plantio, 

mesmo sob condições adequadas de umidade, temperatura e luminosidade (EMPRAPA, 2015). 

A espécie possui estratégias autodefensivas (resistência) às adversidades do Semi-árido, 

produzindo na superfície dos seus folíolos uma crosta de cera que, pela transparência, permite a 

passagem de raios solares, para a assimilação clorofiliana, que evita a perda de água pela planta. 

Parte dessa resistência deve-se ao fato das plantas, ao perder as folhas velhas, manterem vivos, por 

cerca de 3 a 4 anos (EMPRAPA, 2015). 

Fibras de licuri, obtidas a partir da folha de palmeira, são fontes de matéria-prima sendo 

utilizadas para fabricação de tecido, produção de objetos utilitários e de artesanato, tais como 

vassouras, chapéus, cestas, esteiras, espanadores, forragem para os animais, sendo trituradas e 

utilizadas como ração, cobertura de construções campestres, paredes e portas. As folhas velhas, 

devido ao seu teor gorduroso, são usadas para confecção de fachos para iluminação noturna ou 

utilizadas como fonte de energia em fornos domésticos. São também usadas como mistura de fibras 

naturais e sintéticas (Crepaldi et al., 2001).   

A polpa e as amêndoas (Fig. 4 c) são consumidas in natura, sendo usadas para fabricação de 

cocadas. Delas extrai-se um óleo usado na culinária (Bondar, 1938). A amêndoa seca fornece 38% 

de um óleo incolor, transparente, de densidade de 0,921 a 15ºC. As amêndoas são utilizadas, 

também, como substitutas do milho para a alimentação de aves. A determinação da composição 

nutricional indicou que o fruto é altamente calórico. Os principais constituintes das amêndoas são 

lipídeos e proteínas. Na polpa, o α-caroteno é um importante constituinte. A presença de 

carotenóides, compostos com atividade pró-vitamínica A. Portanto, seu consumo é importante nas 

regiões pobres de países em desenvolvimento, onde a hipovitaminose A é endêmica, afetando, 

principalmente, o desenvolvimento das crianças na idade pré-escolar (Crepaldi et al., 2001). 

Óleo de licuri (Fig. 4 d) é extraído dos frutos da licurizeiro, pode ser uma fonte nutricional 

alternativa para animais no Nordeste brasileiro. É importante fonte de alimento para pessoas e 

animais. Sua amêndoa é usada como substituta do milho para a alimentação das aves. A 

composição nutricional indicou que o fruto é altamente calórico. Os principais constituintes das 

amêndoas são lipídeos e proteínas. Na polpa, o β-caroteno é um importante constituinte. A 
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utilização do óleo como parte da alimentação não é bem descrito, e a sua utilização é restrita a 

fabricação de cosméticos (Crepaldi et al.,  2001; Silva et al., 2011).  

No sertão baiano o licuri é conhecido como a árvore salvadora da vida, é a principal fonte de 

alimento nos períodos drásticos de seca, sendo ainda desconhecida quanto aos seus constituintes 

dietéticos básicos.  

Palmeira da região semi-árida do nordeste do Brasil é bem adaptada às regiões de savana. 

Ele tem um grande potencial em termos de alimentação de ornamentação e alimento para animais. 

Podendo contribuir para a renda e melhoria de vida da população destas áreas. No entanto, esta 

cultura ainda é explorada em extração (Borja et al., 2010; Leão et al., 2011). 

Lima e colaboradores 2011, utilizou o óleo de licuri como suplemento na alimentação de 

gado leiteiro, obtendo alteração na composição do leite através de um aumento da percentagem de 

gordura e sólidos totais. 

Belviso et al., 2013 testaram a capacidade antioxidante do licuri, constataram um aumento 

de compostos fenólicos totais, flavonóides totais e taninos condensados após o processo de 

torrefação. A capacidade antioxidante de sementes torrado foi maior do que a de amostras em bruto. 

Barbosa et al. 2012, verificaram que adição de óleo de licuri em até 4,5% na dieta de 

caprinos pré-púberes não alterou o desenvolvimento testicular com base nas características da 

biometria e morfometria testicular, indicando que a inclusão de até 4,5% de óleo de licuri na dieta 

pode ser utilizada. 

Rodrigues et al. 2011, realizaram um pré-tratamento de rato peritoneal macrófagos com 33 

μg/m de extrato aquoso de licuri reduziu o índice de associação entre macrófagos e Leishmania 

amazonensis por 70,4%, com um aumento concomitante de 158,3% em óxido nítrico produzidos 

pelos macrófagos infectados. Além disso, o extrato aquoso não exibiu efeito citotóxico em células 

de mamíferos e não provocou reacções alérgicas in vivo, indicando boas perspectivas para o 

desenvolvimento de novos fármacos a partir do licuri para tratar a leishmaniose. 

Além das propriedades conhecidas o licuri apresenta um grande potencial a ser explorado. 

Possui alta quantidade de lipídios, seu óleo quando aplicado integralmente passa adiante as 

características para os produtos feitos a partir dele (Leão et al., 2011).  

É um óleo promissor, podendo ser testado na produção de enzimas como a lipase. Não 

foram encontrados na literatura trabalhos utilizando o óleo de licuri como substrato para a produção 

de lipases. 
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3.7. CARACTERIZAÇÃO DAS LIPASES 

 

Koblitz & Pastore, (2006) caracterizaram a lipase produzida por isolados de Rhizopus sp. 

encontrando atividade ótima a 50ºC e dois valores de pH ótimos 5.5 e 7.0, sendo esta enzima 

estável em pH variando de 6.5 a 7.5 e a temperaturas abaixo de 50ºC. A enzima foi inativa na 

presença de Hg
+2

 e n-bromosuccinimide e ativada na presença de Na
+
. 

Estudos de produção de lipase por Fusarium oxysporum mostraram que o pH ótimo para a 

atividade da enzima foi 7.0, sendo 55°C a temperatura para a melhor atividade. Esta lipase 

apresentou uma boa estabilidade em temperatura de até 90% e a pH variando entre os valores de 6.5 

a 8.0. (Saad et al., 2005) 

 

 

Figura. 4  Aspectos gerais do licuri: (a) planta, (b) fruto, (c) amêndoa e (d) óleo   (fonte: 

www.coopes.org.br) 

http://www.coopes.org.br/
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3.8. OTIMIZAÇÃO DA PRODUÇÃO DE LIPASES 

 

A otimização das condições de fermentação para a produção de lipases microbianas é de 

suma importância, uma vez que os parâmetros de cultivo influenciam as propriedades do micro-

organismo produtor, assim como a razão de lipases extracelulares e intracelulares produzidas 

(Ribeiro et al., 2011). A quantidade de lipases produzidas depende de diversos fatores, tais como 

fontes de carbono e nitrogênio, presença de lipídeos, de indutores ou inibidores, concentrações de 

sais inorgânicos, disponibilidade de oxigênio, temperatura, pH e inóculo.  

Os métodos tradicionais de otimização são caros por requererem um grande número de 

variáveis, além de consumirem muito tempo para a sua conclusão. A otimização através do 

Planejamento Plackett-Burman (PB) e superfície de resposta, podem limitar as variáveis e com isso 

reduzir o tempo do experimento.  

Planejamento Plackett-Burman (PB) é um método valioso para a seleção dos 

componentes significativos do meio de cultivo que influenciam a produção de lipases 

a partir de um grande número de variáveis componentes, obtendo-se um conjunto menor de 

variáveis. Um número total de experiências deve ser efetuada de acordo com planejamento Plackett-

Burman, por exemplo n + 1, em que n é o número de variáveis. Cada variável é representado em 

dois níveis, alto e baixo denotado por (+) e (-), respectivamente. Cada coluna deve conter igual 

número de sinais positivos e negativos (Kong et al., 2012). 

A metodologia de superfície de resposta (RSM) é uma ferramenta complementar que pode 

ser utilizada para potencializar a otimização após o uso de outros planejamentos estatísticos, para 

conhecermos o nível ótimo das variáveis selecionadas e estudarmos as suas interações. A 

metodologia de superfície de resposta (RSM) é um processo que envolve três passos importantes: 

realizar as experiências concebidas estatisticamente, estimando o coeficientes em um modelo 

matemático prevendo a resposta e verificando a adequação do modelo (Kong et al., 2012). 

 

 

3.9. PURIFICAÇÃO DE LIPASES 

 

Os trabalhos publicados relacionados à purificação de lipases, em geral, visam obtê-las na 

forma pura, para então, poder realizar os estudos de caracterizações físico-químicas, químicas e 

biológicas. Entretanto, os detalhes da metodologia otimizada empregada nos processos de 

purificação de lipases em nível industrial e comercial são reservados e conduzidos sob segredo 

(Oliveira, 2000; Sharma et al., 2001). As estratégias de purificação de lipases com propósitos 



48 
Souza, Odacy C. – Produção de lípases por culturas de Trichosporon... 

 

industriais devem ser rápidas, aplicáveis em operações de larga escala e ser relativamente de baixo 

custo (Gupta et al., 2004; Juntachai et al., 2011). 

Uma vez purificadas, as enzimas devem manter a sua especificidade catalisadora durante o 

armazenamento e comercialização, até a sua utilização. Para isso, lança-se mão da utilização de 

substâncias aditivas além da enzima, tais como, soluções de força iônica de sais neutros (sulfato de 

amônio e fosfato de potássio); polióis (glicerol, manitol e sorbitol); antibióticos; agentes quelantes; 

inibidores de enzimas contaminantes; e ainda submetê-la ao processo de liofilização. Geralmente, 

para serem liofilizadas, são acrescidos estabilizadores (predominantemente a soro albumina bovina, 

uma proteína inerte) à enzima, podendo ser armazenada por longos períodos. A adição de sais e de 

polióis e a liofilização, adicionalmente, inibem o crescimento microbiano por reduzirem a 

disponibilidade de água (Bon et al., 2008). 

Para a purificação de lipases, os procedimentos cromatográficos são mais comumente 

usados, por serem mais eficientes, no entanto seus custos são elevados. Como as lipases são 

reconhecidamente de natureza hidrofóbica suas purificações têm sido estudadas em torno da 

cromatografia de afinidade, como a cromatografia de interação hidrofóbica que tem crescido 

enormemente nos últimos anos (Gupta et al., 2004). 

 Inúmeras estratégias de purificação de lipases têm sido descritas variando os protocolos de 

purificação de acordo com o tipo de lipase. Na maioria das vezes, apenas uma etapa cromatográfica 

no processo de purificação não é suficiente para alcançar o nível de pureza desejado, tornando-se 

necessária a combinação de mais de uma etapa cromatográfica (Saxena et al., 2003; Mhetras et al., 

2009; Messias et al., 2011).   

Koblitz & Pastore (2006) após purificação da fracção lipolítica produzida por Rhizopus sp., 

obtiveram exito atingindo a homogeneidade após três etapas de purificação SDS-PAGE.  

Os sistemas de duas fases aquosas são utilizadas em bioseparação composta de dois 

polímeros incompatíveis (por exemplo, dextrano x PEG (polietilenoglicol)), em solução em água ou 

uma concentração elevada de sal (por exemplo, fosfato). A partição de proteínas em solução do 

sistema de duas fases aquosa depende das propriedades físico-químicas, por exemplo 

hidrofobicidade da proteína, carga e tamanho. O compartimentação é influenciada alterando os 

polímeros, polímeros massa molecular, ou o pH, ou pela adição de sais ou detergente para o sistema 

(Gupta et al., 2004; Messias et al., 2011).  

Quando comparada com outros processos de separação é uma técnica simples, interessante 

com propriedades adequadas para a purificação de macromoléculas que são difícies de purificar. 

Duas lipases, uma ácida e uma neutra de Bacillus stearothermophilus SB1 foram purificadas 
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utilizando PEG e sal, com as lipases preferencialmente particionamento para a fase de PEG, devido 

à interações hidrofóbicas com grupos etileno do polímero (Gupta et al., 2004). 

 

3.10. APLICAÇÃO DA LIPASE EM EFLUENTES DE ABATEDOURO DE BOVINO 

 

Nas atividades agroindustriais, a geração de resíduos mostra-se bastante expressiva, entre as 

quais se destacam os matadouros. O rebanho bovino brasileiro é um dos maiores do mundo 160 

milhões a cerca de 205 milhões de cabeças (www.diadecampo.com.br, 2015). O abate de bovinos e 

suínos, assim como de outras espécies animais, é realizado para obtenção de carne e de seus 

derivados, destinados ao consumo humano. As maiores regiões produtoras estão no Centro-Oeste 

(34,24%), seguidas pelo Sudeste (21,11%), Sul (15,27%), Nordeste (15,24%) e Norte, com 14,15% 

do rebanho nacional (ANUALPEC, 2015 apud SIC, 2015). 

Em Pernambuco, essas atividades contribuem de maneira significativa para a crescente 

poluição dos corpos receptores, uma vez que tecnologias de tratamento de seus despejos, mesmo 

existentes, são pouco empregadas. As inspeções realizadas pela Adagro (Agência de Defesa e 

Fiscalização Agropecuária de Pernambuco) verificaram que apenas 4 dos 156 matadouros 

obedecem aos critérios de localização, origem e tratamento da água, condições higiênicas, abate 

humanitário do animal, equipamentos, qualificação de pessoal, transporte da mercadoria e 

tratamento de resíduos (Paulista, Paudalho, São Lourenço e Parnamirim) (Adagro, 2015). 

A água é essencial para as atividades da indústria da carne. Depois do uso, torna-se um 

transportador de matéria orgânica que é produzido em o processo. Se não tratada, irá poluir em 

larga escala a terra e a água (Rigo et al, 2008; Thebaldi et al, 2011). Em abatedouros, assim como 

em vários tipos de indústria, o alto consumo de água acarreta grandes volumes de efluentes - 80 a 

95% da água consumida é descarregada como efluente líquido (www.diadecampo.com.br, 2015).  

Estes efluentes de abatedouro apresentam grande poder poluente, principalmente por alta 

carga orgânica, devido à presença de sangue, gordura, esterco, conteúdo estomacal não-digerido e 

conteúdo intestinal, Alto conteúdo de gordura, flutuações de pH em função do uso de agentes de 

limpeza ácidos e básicos, altos conteúdos de nitrogênio, fósforo e sal, flutuações de temperatura 

(uso de água quente e fria). Desta forma, os despejos de abatedouros possuem altos valores de 

DBO5 (demanda bioquímica de oxigênio) e DQO (demanda química de oxigênio) parâmetros 

utilizados para quantificar carga poluidora orgânica nos efluentes, além de sólidos em suspensão, 

graxas e material flotável (Pacheco 2006; Oliveira et al, 2011).  

Fragmentos de carne, de gorduras e de vísceras normalmente podem ser encontrados nos 

efluentes. Portanto, juntamente com sangue, há material altamente putrescível nestes efluentes, que 

http://www.diadecampo.com.br/
http://www.diadecampo.com.br/
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entram em decomposição poucas horas depois de sua geração, quanto mais alta for a temperatura 

ambiente. O sangue tem a DQO mais alta de todos os efluentes líquidos gerados no processamento 

de carnes. Sangue líquido bruto tem uma DQO em torno de 400g/l e DBO5 de aproximadamente 

200g/l. Caso o sangue de um único bovino fosse descartado diretamente na rede, o acréscimo de 

DQO no efluente seria equivalente ao do esgoto total produzido por cerca de 50 pessoas em um dia 

(Pacheco, 2006).  

As lipases são particularmente importantes devido ao fato da especificidade em hidrolisar 

óleos e graxas, que é de grande interesse para diferentes aplicações industriais, entre eles o 

tratamento de efluentes de abatedouros (Rigo et al, 2008; Oliveira et al, 2011). A adição da enzima 

lipase pode aumentar significativamente a eficiência do tratamento dos efluentes, pois permite uma 

redução dos níveis de sólidos suspensos, lipídeos e proteínas o que reduz os impactos ambientais 

gerados sobre os recursos hídricos (Mendes et al (2005). 

 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS  

 

4.1. MICRO-ORGANISMOS 

 

Foram utilizadas 53 culturas de Trichosporon preservadas sob óleo mineral no período de 

1955 a 2011 na Coleção de Culturas Micoteca URM (WDCM604) mantido em tubos de ensaios 

contendo o meio de cultivo ágar Saboraud, acrescido 5% de extrato de levedura a 28 ºC.  

 

4.2. REATIVAÇÃO E AUTENTICAÇÃO TAXONÔMICA DAS CULTURAS  

 

A reativação foi realizada através da retirada de fragmentos das culturas preservadas sob 

óleo mineral, transferidos com auxílio de uma alça de platina para caldo glicosado e mantidos a 

28ºC ± 2ºC. Após crescimento, as culturas foram transferidas para o meio agar Saboraud acrescido 

de extrato de levedura (YES) e mantidos a  28ºC ± 2ºC  durante dias. Para realização da 

autênticação taxonômica, foram observadas características macroscópicas, microscópicas e 

fisiológicas segundo Domsch e Gams (1993), Barnett et al. (2000) e de Hoog et al. (2000). 
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4.3. DETECÇÃO LIPOLÍTICA 

 

Para determinação da capacidade lipolítica, foram retirados fragmentos das culturas 

mantidas em SYE contidos em tubo de ensaio e transferidos para o centro da placa de Petri 

contendo o referido meio. Após sete dias de crescimento, fragmentos da cultura foram transferidos 

para tubos contendo o meio agar-água, sendo posteriormente pipetado para o centro da placa de 

Petri com meio de cultura, contendo 10g peptona, 5g cloreto de sódio, 2g cloreto de cálcio, 20g ágar  

e 10 ml Tween 20, ajustado o pH para 7,4. Proposto por Sierra (1957) em triplicata. As culturas 

foram incubadas em BOD (Biochemical Oxygen Demand) (TECNAL TE424) a 28ºC e 37ºC ± 2ºC, 

observadas durante 24, 48, 72 e 96 horas, evidenciando-se um halo claro em torno das colônias 

indicativo de atividade lipolítica. O Índice Enzimático (IE) foi expresso pela média aritmética da 

relação entre o diâmetro do halo e o diâmetro do crescimento da colônia segundo Hankin et al. 

(1971) e Hankin e Anagnostakis (1975). 

 

4.4. FERMENTAÇÃO SUBMERSA 

 

O experimento foi realizado em duplicata utilizando Erlenmeyers de 250 mL contendo meio 

I composto por 1% (v/v) de óleo de oliva adicionado de 0,5% (p/v) extrato de levedura, pH 6,5, 

meio II contendo 1% (v/v) de óleo de mamona adicionado de 0,5% (p/v) extrato de levedura, pH 6,5 

e meio III composto por 1% (v/v) de óleo de licuri adicionado de 0,5% (p/v) extrato de levedura, pH 

6,5. Esterilizados a 120ºC durante 15 minutos, resfriados e inoculados com um disco de 5 mm 

obtidos a partir da colônia central e incubados em agitador orbital (TECNAL TE424) a 160 rpm a 

37ºC por 96 horas.  

 

4.5. ATIVIDADE LIPOLÍTICA  

 

Foi utilizado o método espectrofotométrico para determinar a atividade da lipase de acordo 

com Pimentel et al. (1994), com base na hidrólise de p-nitrofenilpalmitato (pNPP) em p-nitrofenol 

(PNP) e palmitato. A atividade consiste na mistura de 1 ml de extrato bruto enzimático e 9 ml da 

solução substrato (0,018 g p-nitrofenilpalmitato (pNPP) dissolvido em 6 ml de isopropanol, em 450 

ml de tampão fosfato 50 mM pH 8,0 contendo 2 g de Triton X-100 e 0,5 g de goma arábica). A 

libertação de pNP a 37 °C, em 30 minutos de incubação, foi detectada a 410 nm. Uma unidade de 

atividade enzimática foi definida como a clivagem de 1 µmol/min pNPP, pH 8,0 (0,05 M de fosfato 
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tampão fosfato), 37 °C. O coeficiente de absorção molar de pNPP (1,32 x 10
4
 M

-l
.cm

-1
) foi utilizado 

para calcular a atividade enzimática. 

 

4.6. OTIMIZAÇÃO DO MEIO DE PRODUÇÃO DE LIPASES POR ESTATÍSTICA DE 

APROXIMAÇÃO 

 

4.6.1. Meio de fermentação 

O meio de produção de lipases foi preparado utilizando óleo de licuri (1% do total de sólidos 

suspensos) como meio basal, que continha diferentes concentrações de nutrientes testados de acordo 

com os experimentos do planejamento estatístico. O meio de cultivo teve o pH inicial ajustado de 

acordo com o planejamento e esterilizado a 121 ˚C durante 15 min. Discos do inóculo preparado 

foram adicionados a cada 50 mL de meio em Erlenmeyer de 250 mL de acordo com a concepção da 

matriz. Os frascos foram incubados por até cinco dias sob diferentes temperaturas, sob agitação 

orbital em diferentes rotações. 

 

4.6.2. Identificação e seleção das variáveis significativas para a produção de lipases usando 

planejamento Plackett-Burman (PB)  

Com base no design PB, cada componente foi examinado em dois níveis: "-1" para baixo e 

nível '+1' para cima. Foram testados 11 variáveis, utilizando o pacote de software estatístico, que 

gerou um conjunto de 12 ensaios experimentais e possibilitou a identificação estatística das 

variáveis mais significativas. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. A Tabela 1 

mostra os componentes do meio sob análise, bem como os níveis de cada uma das variáveis usadas 

no planejamento, enquanto a tabela 2 representa a matriz.  

                    Tabela 1. Variáveis e níveis utilizados no planejamento Plackette-Burman (PB) 

  

Variáveis  Inferior (-1)  Superior (+1)  

1  - Tempo de incubação   H  72 120 

2 – pH  5 7 

3 – Temperatura   C  28 36 

4 – Rotação   RPM  100 150 

5 - Tamanho do inóculo   mm  5 7 

6 – óleo   %  0,5 1 

7 - Extrato de levedura   %  0 0,5 

8 - Cloreto de sódio   %  0,5 1 

9 - Cloreto de cálcio   %  0 0,1 

10 -Sulfato de amônio   %  0 0,1 

11 - KH2PO4    %    0 0,1 
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                            Tabela 2. Total de ensaios e variáveis correspondente a cada ensaio 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.6.3.Metodologia de superfície de resposta  

 

A metodologia de superfície de resposta (MSR) foi aplicada para optimizar as variáveis 

selecionados através do planejamento PB. Desta forma, as concentrações dos três fatores 

significativos, nomeadamente: temperatura, concentração de óleo de licuri e concentrações de 

KH2PO4 (Tabela 3), foram escolhidos um conjunto de 20 ensaios experimentais, com seis pontos 

centrais replicados, foram usados para MSR. As variáveis independentes foram estudadas em três 

diferentes níveis: baixos (-1), médio (0) e alto (1). Experimentos foram conduzidos em frascos de 

Erlenmeyer de 250 ml contendo 50 ml de meio (pH 7,0) preparado de acordo com o design. A 

incubação foi realizada a 100 rpm. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. 

 

Tabela 3. Variáveis significativas utilizadas na metodologia de superfície de resposta (MSR) 

 

Variáveis 

independentes 
            -α       -1        0         1           +α 

Temperatura (ºC) 28 31 34 37 40 

Óleo (%) 0,5 0,625 0,75 0,875 1 

KH2PO4  (%) 0 0,025 0,05 0,075 1 

 

 

 

 

Ensaios  1  2  3  4  5  6  7  8  9  10  11 

1 120  7  28  150  5  0,5  0  1  0,1  0,1  0  

2 120  7  28  150  7  0,5  0,5  0,5  0  0  0,1  

3 72  7  40  100  7  0,5  0  0,5  0,1  0,1  0,1  

4 72  5  40  150  7  0,5  0,5  1  0  0,1  0  

5 120  7  40  100  7  1  0  1  0  0  0  

6 72  5  28  100  5  0,5  0  0,5  0  0  0  

7 120  5  40  100  5  0,5  0,5  1  0,1  0  0,1  

8 72  5  28  150  7  1  0  1  0,1  0  0,1  

9 120  5  40  150  5  1  0  0,5  0  0,1  0,1  

10 72  7  40  150  5  1  0,5  0,5  0,1  0  0  

11 72  7  28  100  5  1  0,5  1  0  0,1  0,1  

12 120  5  28  100  7  1  0,5  0,5  0,1  0,1  0  
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4.7. PURIFICAÇÃO DA LIPASE EM SISTEMA DE DUAS FASES 

 

4.7.1. Enzima 

O extrato enzimático bruto utilizado foi mantido acondicionado em refrigerador a 

temperatura de 4 °C, sendo utilizado no momento do processo de purificação. 

 

 

4.7.2. Preparação das fases aquosas 

 

O sistema de duas fases aquosas foi composto de PEG (6.000, 8.000 e 10.000), fostado de 

sódio (pH 6.0) fosfato de potássio (pH 7.0 e 8.0).  Foram preparadas para estudar o efeito da massa 

molar do PEG e do fosfato de sódio e de potássio na partição da lipase, nas concentrações 

mostradas na tabela 4, de acordo com metodologia descrita por Marini et al, (2011). Estudos de 

partição foram feitos em tubos graduados de 10 mL e o peso total do sistema foi de 10 g, após o 

acréscimo da água. Os tubos graduados contendo o sistema foram homogeneizados no vórtex 

durante 1 min, após esse procedimento os tubos permaneceram em repouso por 60 min, para 

completar separação de fases. Após a separação das fases, o volume de cada fase foi mensurado e 

utilizado para estimar a razão entre as fases superior (Top) e inferior (Botton). Depois, amostras das 

fases foram coletadas em eppendorfs e em seguida, avaliada a atividade de lipases, em triplicata. 

 

Tabela 4 - Níveis das variáveis do planejamento fatorial completo (2
4
) para a purificação de 

lipases por sistema de duas fases aquosas 

ensaio MPEG CPEG Fosfato pH 

1 6000 20 15,0 6 

2 10000 20 15,0 6 

3 6000 24 15,0 6 

4 10000 24 15,0 6 

5 6000 20 20,0 6 

6 10000 20 20,0 6 

7 6000 24 20,0 6 

8 10000 24 20,0 6 

9 6000 20 15,0 8 

10 10000 20 15,0 8 

11 6000 24 15,0 8 

12 10000 24 15,0 8 

13 6000 20 20,0 8 

14 10000 20 20,0 8 

15 6000 24 20,0 8 

16 10000 24 20,0 8 

17c 8000 22 12,5 7 

18c 8000 22 12,5 7 

19c 8000 22 12,5 7 

20c 8000 22 12,5 7 
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4.7.3.  Determinação do Teor de Proteínas Totais  

A concentração de proteínas totais foi determinada de acordo com o método descrito por 

Bradford (1976), empregando padrões de albumina de soro bovino (BSA). 

 

4.7.4. Determinação do coeficiente de partição (K) 

O coeficiente de partição (K) foi calculado por meio da relação entre as atividades 

enzimáticas da fase superior com a fase inferior. 

 

4.7.5. Determinação do rendimento da enzima (REC) 

O rendimento da extração (% R) foi obtido por meio da relação entre a atividade total da 

enzima [U] na fase considerada multiplicado pelo volume da fase pela atividade total da enzima [U] 

no extrato enzimático bruto multiplicado pelo volume acrescentado, multiplicados por cem. 

 

4.7.6. Determinação do aumento da pureza da lipase (AP) 

O aumento da pureza da lipase, AP foi obtido mediante relação entre as atividades 

específicas do extrato purificado e a concentração de proteína pelas atividades específicas da 

enzima e a concentração de proteína. 

 

4.8. CARACTERIZAÇÃO DAS LIPASES PRODUZIDAS POR TRICHOSPORON 

SPOROTRICHOIDES URM 6630 

 

Para caracterização enzimática parcial utilizou-se os isolados fermentados em meio de licuri, 

pois apresentaram maior produção enzimática nas condições de cultivo, e foi avaliado o efeito do 

pH, temperatura, íons e outros parâmetros sobre a atividade enzimática. 

4.8.1. Efeito e estabilidade ao pH e a temperatura  

Para estudar o efeito e a estabilidade ao pH ótimo para a atividade da lipase, o extrato bruto 

foi analisado na faixa de pH 3,0 - 10,0 usando os seguintes tampões (100 mM): citrato (pH 3,0 – 6,0), 

fosfato (pH 6,0 – 8,0), Tris-HCL (pH 8,0) e carbonato (pH 9,0 – 10,0). Atividade residual foi então 

analisada. (Dantas; Aquino, 2010). Para estudar o efeito e a estabilidade à temperatura a atividade da 

lipase, o extrato bruto enzimático foi testado em diferentes temperaturas entre 30 e 90º C. A atividade 

enzimática residual foi expressa em porcentagem da atividade no tempo zero (100%) (Dantas; 

Aquino, 2010). 
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4.8.3. Efeito a íons, detergentes e solventes orgânicos  

 

Para avaliação dos efeitos de íons, detergente e de solventes orgânicos, o extrato bruto 

foi incubado com os inibidores (1:1) a 37 ° C por 30 min. Após esse período acrescentou-se a solução 

substrato e foi realizada a leitura em espectrofotometro. A atividade enzimática residual foi expressa 

em porcentagem da atividade no tempo zero (100%) (Dantas; Aquino, 2010). 

 

4.9. APLICAÇÃO DA LIPASE PRODUZIDA POR Trichosporon sporotrichoides URM 6630 EM 

EFLUENTES DE ABATEDOURO DE BOVINOS 

 

4.9.1. Caracterização físico-química do efluente e aplicação do extrato enzimático bruto  

 

Amostras de efluente de abatedouro de bovino, utilizado em todos os experimentos foram 

coletados na cidade de Paulista no Estado de Pernambuco (Brasil). As amostras foram coletadas do 

ponto de descarte do abatedouro, sem qualquer tratamento prévio durante o funcionamento normal 

do abatedouro. A temperatura e pH do efluente foram monitorados no momento da coleta 35 °C e 5, 

respectivamente. As amostras foram transferidas para um recipiente refrigerado (4 °C) durante a 

coleta. O conteúdo do recipiente foi homogeneizado e armazenado a 4 ° C, uma amostra do efluente 

foi caracterizada em termos de demanda química de oxigênio (DQO), sólidos totais (ST), sólidos 

suspensos voláteis (SSV), sólidos totais (ST) e óleos e gorduras (O e G), de acordo com os 

procedimentos descritos na tabela 5.  

 

Tabela 5. Análise físico-química do efluente  

 

Parâmetros Método Unidade 

Demanda Química de Oxigênio SMEWW 5220 C mg O2/L 

Sólidos Totais SMEWW 2540 B mg/L 

Óleos e Graxas Totais SMEWW 5520 D mg/L 

Óleos e Graxas Minerais SMEWW 5520 F mg/L 

Óleos e Graxas Vegetais e Gordura Animal SMEWW 5520 F mg/L 

Sólidos Suspensos Voláteis SMEWW 2540 D mg/L 
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4.9.2. Ensaios enzimáticos sobre o efluente 

 

Neste trabalho utilizou-se o extrato enzimático bruto, que foi mantido a -10 ° C e utilizado 

sem qualquer purificação. Uma amostra do efluente de abatedouro de bovinos com 10 g/L, foi 

transferida para um Erlenmeyer de 100 mL. A normalização do teor de óleo e graxa foi realizada 

misturando do teor de óleo e graxa conhecida. Cada reação foi realizada durante 16 horas. Como 

controle, uma corrida experimental foi realizada sem a adição da enzima. As amostras do meio de 

reação foram recolhidas para posterior análise da atividade enzimática por espectrofotometria.  

A avaliação do efeito dos fatores sobre a hidrólise de óleos e graxas dos efluentes foi 

realizada por um planejamento experimental que permitiu a obtenção de resultados com um número 

reduzido de 20 ensaios. As variáveis estudadas foram: quantidade de enzima 2% (m/v), 5%(m/v), 

8% (m/v), temperatura 26 °C, 33 °C e 40 °C e pH 6.0, 7.0 e 8.0 (Rigo et al, 2008 modificado). A 

matriz do planejamento fatorial encontra-se apresentada na Tabela 6.  

 

Tabela 6 - Níveis das variáveis do planejamento fatorial completo (2
3
) para a aplicação de lipases 

por Trichosporon sporotrichoides URM 6630 

Ensaio T (°C) pH E (% m/v) 

1  25(-1) 6.0 (-1) 2 (-1) 

2  25(-1) 6.0 (-1) 8 (+1) 

3  25(-1) 8.0 (+1) 8 (+1) 

4  25(-1)) 8.0 (+1) 2 (-1) 

5  40(+1) 6.0 (-1) 8 (+1) 

6  40(+1) 6.0 (-1) 2 (-1) 

7  40(+1) 8.0 (+1) 2 (-1) 

8  40(+1) 8.0 (+1) 8 (+1) 

9a  33 (0) 7.0 (0) 5 (0) 

9b  33 (0) 7.0 (0) 5 (0) 

9c  33 (0) 7.0 (0) 5 (0) 

9d  33 (0) 7.0 (0) 5 (0) 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

5.1. VIABILIDADE E AUTENTICAÇÃO TAXONÔMICA DAS CULTURAS DE 

Trichosporon 

 

Das 53 culturas de Trichosporon preservadas sob óleo mineral, 50 permaneceram viáveis, 

mantendo as características típicas da espécie. Apenas três culturas estavam inviáveis, sendo: URM 

573, URM 3963 e URM 4914, todas pertencentes à espécie T. cutaneum (Tabela 4). Desta forma o 

método de preservação sob óleo mineral, apresentou-se adequado para a manutenção de culturas de 

Trichosporon uma vez que tais micro-organismos se mantiveram viáveis após estocagem durante 55 

anos. Os resultados obtidos no presente estudo corroboram os obtidos por Braz et al., (2009). Estes 

autores avaliaram a viabilidade de 31 isolados de Acremonium preservados sob óleo mineral na 

Coleção de Culturas Micoteca URM, Brasil. Do total, 26 mantiveram-se viáveis, preservando suas 

características morfofisiológicas. Avaliando culturas pertencentes aos gêneros Cladosporium e 

Trichosporon preservadas também sob óleo mineral, Silva, (2009) observaram viabilidade de até 40 

anos. De acordo com Figueiredo (2001), uma ampla variedade de fungos sobrevive nesse método, 

mantendo estabilidade entre 6, 7 e até mesmo 20 anos. Os resultados obtidos no presente estudo 

superam os já relatados pela literatura, visto que culturas de Trichosporon spp. com 55 anos de 

preservação mantiveram-se viáveis. Entretanto, para alguns gêneros de fungos este método de 

preservação pode não ser eficaz. Por exemplo, Bezerra et al. (2006) avaliaram 20 culturas de 

Coccidioides immitis preservadas Coleção de Culturas do Instituto Oswaldo Cruz e apenas cinco 

delas foram viáveis.  

A determinação da viabilidade fornece dados importantes da sobrevivência das células 

durante o procedimento de preservação e tempo de manutenção destas culturas em coleções, bem 

como a importância da utilização de pelo menos dois métodos de preservação das culturas em 

duplicata, garantindo que isolados quando sensíveis a determinado método de preservação possam 

ser reativados, para estudos, a partir de outro método. É importante enfatizar que a Micoteca URM 

mantém culturas de Trichosporon e os demais fungos filamentosos e leveduras em pelo menos 

dois métodos de preservação em duplicata. 
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Tabela 7. Viabilidade, avaliação qualitativa e quantitativa da produção de lipase, através de 

fermentação submersa, por espécies de Trichosporon preservadas sob óleo mineral na Coleção de 

Culturas Micoteca URM.  

Nº URM Espécie Viabilidade 

Avaliação 

Qualitativa 

 

Atividade de lipase (U/mL) 

 

    Óleo de 

Oliva 

Óleo de 

Mamona 

Óleo de 

Licuri 

572 Trichosporon cutaneum Mrak 

& O.B. Williams 

+ + 9,85 18,80 21,69 

573 Trichosporon cutaneum Mrak 

& O.B. Williams 

- + NR NR NR 

695 Trichosporon cutaneum Mrak 

& O.B. Williams 

+ + 10,69 25,87 23,92 

1002 Trichosporon cutaneum Mrak 

& O.B. Williams 

+ + 14,67 16,01 27,92 

1015 Trichosporon appendicularis 

Batista & Silveira 

+ + 13,63 28,11 23,68 

1018 Trichosporon sericeum 

(Stautz) Diddens & Lodder 

+ + 11,39 19,85 16,06 

1028 Trichosporon figueirae Batista 

& Silveira 

+ + 10,69 16,01 16,36 

1034 Trichosporon capitatum 

Diddens & Lodder 

+ + 10,69 17,26 36,02 

1080 Trichosporon beigelli Kucker 

ex Raben 

+ + 8,80 24,13 17,21 

1099 Trichosporon capitatum 

Diddens & Lodder 

+ + 12,78 20,54 21,04 

1100 Trichosporon fermentans 

Diddens & Lodder 

+ + 14,67 17,26 20,99 

1103 Trichosporon sericeum 

(Stautz) Diddens & Lodder 

+ + 25,22 24,12 15,77 

1282 Trichosporon lodderi Phaff., 

Mrak & Williams 

+ + 12,58 19,50 22,43 

1291 Trichosporon cutaneum Mrak 

& O.B. Williams 

+ + 15,52 21,04 34,42 

1323 Trichosporon pullulans 

(Lindner) Diddens & Lodder 

+ + 10,69 22,43 30,59 

1404 Trichosporon infestans Moses 

& Viana 

+ + 13,78 17,41 34,72  

1723 Trichosporon cutaneum Mrak 

& O.B. Williams 

+ + 17,41 16,01 15,47 

2235 Trichosporon cutaneum Mrak 

& O.B. Williams 

+ + 9,85 24,67 26,81 

2330 Trichosporon arenicolo 

Marques & Aciloe de Queiroz  

+ + 17,76 20,69 27,86 

2606 Trichosporon cutaneum Mrak 

& O.B. Williams 

+ + 23,63 17,26 15,32 

2872 Trichosporon cutaneum Mrak 

& O.B. Williams 

+ + 11,04 17,26 19,45 

3255 Trichosporon fennicum Sunk 

& Yarrow 

+ + 9,15 21,39 38,35 

3963 Trichosporon cutaneum Mrak 

& O.B. Williams 

- + NR NR NR 

4250 Trichosporon beigelli       

(Kiichenmeister & 

Rabenhorst) Vuillemin 

+ + 12,23 24,47 14,57 
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4251 Trichosporon beigelli 

(Kiichenmeister & 

Rabenhorst) Vuillemin 

+ + 9,85 21,39 23,93 

4259 Trichosporon pullulans 

(Lindner) Diddens & Lodder 

+ + 11,39 25,02 38,55 

4437 Trichosporon beigelli 

(Kiichenmeister & 

Rabenhorst) Vuillemin 

+ + 7,76 25,87 33,03 

4440 Trichosporon aquatile 

Hedrick & Dupont 

+ + 12,93 22,93 32,98 

4486 Trichosporon lutetiae Saëz + + 16,51 18,25 19,70 

4488 Trichosporon dulcitum 

(Berkhout) Weijiman 

+ + 11,04 24,32 16,51 

4789 Trichosporon cutaneum Mrak 

& O.B. Williams 

+ + 12,93 21,39 15,42 

4846  Trichosporon cutaneum Mrak 

& O.B. Williams 

+ + 8,95 21,54 35,02 

4914 Trichosporon cutaneum Mrak 

& O.B. Williams 

- + NR NR NR 

4973 Trichosporon cutaneum Mrak 

& O.B. Williams 

+ + 9,45 13,08 38,16 

5003 Trichosporon cutaneum Mrak 

& O.B. Williams 

+ + 9,50 17,61 22,33 

5196 Trichosporon cutaneum Mrak 

& O.B. Williams 

+ + 9,30 18,11 25,22 

5287 Trichosporon cutaneum Mrak 

& O.B. Williams 

+ + 15,02 15,17 26,76 

5743 Trichosporon cutaneum Mrak 

& O.B. Williams 

+ + 9,30 21,54 21,19 

5781 Trichosporon ashaii Akagi ex 

Sugita, A. Nishikawa & 

Shinoda 

+ + 11,39 17,61 20,84 

6076 Trichosporon asteroides 

(Rischin) M. Ota 

+ + 19,50 19,85 18,11 

6077 Trichosporon ovoides 

Behrend 

+ + 10,84 13,08 22,38 

6078 Trichosporon ovoides 

Behrend 

+ + 16,36 14,32 22,24 

6079 Trichosporon ovoides 

Behrend 

+ + 10,84 22,43 19,30 

6080 Trichosporon ovoides 

Behrend 

+ + 11,54 22,43 18,35 

6248 Trichosporon sporotrichoides 

(Oorschot) Oorschot & de 

Hoog 

+ + 12,23 23,97 25,92 

6290 Trichosporon ovoides 

Behrend 

+ + 22,93 24,12 29,89 

6291 Trichosporon ovoides 

Behrend 

+ + 11,04 20,34 18,25 

6292 Trichosporon ovoides 

Behrend 

+ + 9,15 22,23 24,97 

6293 Trichosporon ovoides 

Behrend 

+ + 19,30 18,10 18,26 

6294 Trichosporon ovoides 

Behrend 

+ + 11,74 17,61 32,78 

6295 Trichosporon cutaneum 

(Beurm., Gougerot & Vaucher 

bis) M. Ota  

+ + 6,56 13,63 23,33 

6296 Trichosporon ovoides 

Behrend 

+ + 10,34 17,76 16,96 
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6630 Trichosporon sporotrichoides 
(Oorschot) Oorschot & de 

Hoog  

+ +         32,63         34,03  39,85 

(-) : não viável;  (+) : crescimento;  (NR): não realizado 

 

5.2. AVALIAÇÃO QUALITATIVA DA PRODUÇÃO DE LIPASES POR CULTURAS DE 

Trichosporon 

 

Quanto à avaliação qualitativa da produção de lipases, todas as 50 culturas viáveis 

apresentaram halo ao redor da colônia, nas temperaturas de 28°C e de 37ºC, indicando a capacidade 

de produção de lipases (Figura 5).  

Roveda et al. (2010) estudou 21 isolados fungicos, pertencentes aos gêneros Penicillium, 

Aspergillus, Trichoderma e Fusarium, observou que desses 9 fungos, espécies dos gêneros 

Penicillium e Aspergillus, mostraram os melhores resultados quanto à atividade de lipase em meio 

sólido, utilizando azeite de oliva como fonte de carbono. Wenzel,et al., (2013) avaliou o potencial 

enzimático de 24 fungos endofíticos isolados de soja, Botryotrichum sp  Aspergillus sp. Nigrospora 

sp. Bipolaris sp. Acrospeira sp. Phomopsis sp. Scopulariopsis sp. Mucor sp. Alternaria sp. 

Leptosphaerulina sp.  Penicillium sp. Trichothecium sp. Papulaspora sp. Fusarium sp., para a 

produção de lipase em meio sólido, nenhum dos isolados apresentaram atividade da enzima. 

Todas as culturas que apresentaram atividade de lipase em meio sólido foram selecionadas 

para avaliação quantitativa da produção de lipases, utilizando três substratos como fonte de 

carbono. 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Halo de degradação Tween 20 ao redor da 

colônia, indicando capacidade de produção de 

lipases por Trichosporon sporotrichoides URM 

6630. 
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5.3. AVALIAÇÃO QUANTITATIVA DA PRODUÇÃO DE LIPASES POR Trichosporon 

 

Todas as 50 culturas testadas produziram lipases através de fermentação submersa, 

utilizando três diferentes substratos: óleos de oliva (Olea europaea L.), mamona (Ricinus 

communis. L.) e licuri (Syagrus coronata (Mart.) Becc.). Quando o substrato lipídico foi o óleo de 

oliva, as atividades variaram entre 7,76 (URM 4437) e 32,63 (URM6630) U/mL. Quando óleo de 

mamona foi utilizado como substrato, a máxima produção de lipase foi observada por Trichosporon 

sporotrichoides URM 6630 com 34,03 U/mL, e a menor produção foi por Trichosporon cutaneum 

URM 4973, com 13,08 U/mL. Porém, o óleo de licuri apresentou-se como melhor indutor da 

produção de lipases pelas culturas testadas. A mínima atividade observada foi de 15,32 U/mL por 

Trichosporon cutaneum URM 2606. Como melhor produtor de lipases, Trichosporon 

sporotrichoides URM 6630 foi selecionado para estudos de otimização da produção enzimática, 

utilizando óleo de licuri como substrato com a maior atividade lipolítica (39,85 U/mL) dentre todos 

os substratos e micro-organismos testados.  

A capacidade da produção de lipases por leveduras, vêm sendo amplamente reconhecida 

pela literatura. Ciafardini et. al., (2006) testaram Saccharomyces cerevisiae 1525 e Williopsis 

californica 1639 para a produção de lipases e ambas as leveduras demonstraram uma boa produção 

desta enzima.  Coton et al. (2006) avaliaram a produção de lipases, através de 137 isolados de 

leveduras, utilizando óleo de oliva como substrato. Das 137 culturas, 11 produziram a enzima, com 

destaque para Pichia anomala, Candida boidinii e Debaryomyces etchellsii. No presente estudo, das 

50 culturas de Trichosporon testadas, todas produziram lipases.   

Dalmau et al., (2000), avaliando a produção de lipases por Candida rugosa, utilizaram 

diferentes fontes de carbono e verificaram que os maiores rendimentos de enzima foram obtidos 

com lípidios e ácidos graxos como fonte de carbono. Neste estudo os autores verificaram uma baixa 

produção de lipase com os substratos testados. O Tween 80 estimulou a produção de lipase de 0,4 

U/mL e o ácido palmítico de 5,3 U/mL, bem abaixo dos resultados aqui obtidos com T. 

sporotrichoides URM6630 utilizando óleo de licuri como substrato. 

Avaliando 199 isolados de leveduras principalmente dos gêneros Candida, Pichia e 

Saccharomyces, Batista-Gallego et al., (2011), observaram altos níveis de β-glucosidase e esterase. 

De acordo com autores, para a espécie Wickerhamomyces anomalus, que obteve os melhores 

resultados, foi observada uma elevada atividade para esterase e β-glucosidase, mas moderada para a 

lipase.  

O potencial de linhagens pertencentes ao gênero Trichosporon para a produção de lipases, 

tem sido relatada na literatura (Santos et al, 2007; Zhang & Liu, 2010). Este potencial deve-se a sua 
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alta especificidade por acilgliceróis contendo ácidos graxos de cadeia longa com dupla ligação na 

posição 9 (Sugihara et al., 1994).  Macêdo et al. (1997) testaram a produção de lipases por 

Trichosporon sp. sob fermentação submersa em meio composto por farinha de soja e trigo em pó 

como fontes de carbono. Os autores observaram baixos níveis de atividade total 6,22 U/mL. No 

presente estudo, utilizando óleo de mamona (Ricinus communis. L.) e sob o mesmo processo 

fermentativo, T. sporotrichoides URM 6630 mostrou-se mais promissor ao produzir 39,85 U/mL, 

no screening inicial.  Desta forma o T. sporotrichoides URM 6630 foi selecionado para otimização 

e caracterização enzimática, sendo para esta espécie é o primeiro relato da produção de lipases. 

 

5.4. OTIMIZAÇÃO DA PRODUÇÃO DE LIPASES POR Trichosporon sporotrichoides URM 

6630  

 

5.4.1. Design Plackett-Burman (PB)  

 

5.4.1.1 Análise estatística dos componentes do meio para a produção de lipases no 

planejamento PB 

O uso de modelos estatísticos para otimizar o meio, os  componentes do meio de cultura e 

outras condições de cultivo, aumentou na biotecnologia moderna devido à sua propensão e 

relevância. No presente estudo, os componentes de cultura necessários para a produção de lipases 

foram selecionados usando o projeto PB. Com base no design PB, cada componente foi examinado 

em dois níveis: "-1" para baixo e nível '+1' para cima, testados em 11 variáveis, obtendo um 

conjunto de 12 ensaios experimentais (ver tabela 1 e 2 na seção materiais e métodos).  Os resultados 

de atividade para estes 12 ensaios estão apresentados na figura 6. 
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Após obtenção dos resultados de atividade enzimática e utilizando o pacote de software 

estatístico 7, foi possível a identificação e seleção das variáveis mais significativas.  A Figura 7 

apresenta os efeitos individuais para a produção das lipases, e os dados evidenciam que das 11 

variáveis utilizadas para a fermentação, as variáveis tempo de incubação, pH, tamanho do inóculo, 

concentração de extrato de levedura, cloreto de sódio, sulfato de amônio, não foram estatisticamente 

significativas para a produção das lipases. As variáveis concentração de óleo licuri e rotação 

influenciaram significativamente a produção enzimática de forma negativa. As variáveis 

temperatura, cloreto de cálcio (CaCl2) e fosfato de potássio monobásico (KH2PO4) influenciaram de 

forma positiva a produção lipolítica.      

 

Figura 6. Gráfico de atividade enzimática para os 12 ensaios do planejamento Plackett-Burman 

(PB).   
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Na avaliação estatística do efeito das condições de temperatura e concentrações de óleo e de 

KH2PO4 na atividade lipolítica, através da observação do gráfico de Pareto (Figura 8) verificou-se o 

efeito principal ou de primeira ordem e das interações entre as variáveis (efeito de segunda ordem) 

sobre as variáveis respostas, em ordem de magnitude. O comprimento das barras é proporcional ao 

efeito padronizado da variável. A linha vertical pode ser usada para julgar os efeitos 

estatisticamente significativos, pois as barras que se estendem através desta linha correspondem aos 

níveis de significância de 95%. 

Observou-se que, os efeitos significativos das variáveis estudadas, assim como as interações 

entre estas, a variável temperatura (1) apresentou o maior efeito positivo (95%) sobre a atividade 

lipolítica, isto é, aumentando a temperatura de incubação do meio de cultivo favoreceu o aumento 

da atividade enzimática. A concentração do óleo de licuri apresentou efeito negativo, com nível de 

confiança de 95%. A relação entre a temperatura e a concentração de KH2PO4, (1x3) interagiram de 

forma positiva. A interação entre a temperatura e a concentração de óleo de licuri, (1x2) interagiram 

de forma negativa e as interações das demais variáveis em estudo não foram significativas.  

 

Figura 7. Gráfico dos efeitos individuais para a produção das lipases em fermentação 

submersa por T. sporotrichoides URM6630 (A, Tempo de incubação; B, pH; C, 

Temperatura; D, Rotação; E, Tamanho do inoculo; F, óleo; G, Extrato de levedura; H, 

Cloreto de sódio; I, Cloreto de cálcio; J, Sulfato de amônio; L, fosfato de potássio. 
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Durante todas as análises foi observado um padrão similar dos efeitos das variáveis, mesmo 

em tempos de fermentação diferentes. Observou-se na Figura 9 que a temperatura foi o parâmetro 

mais significativo para a produção de lipases por T. sporotrichoides URM 6630. O efeito da 

concentração do óleo de licuri foi significativo e negativo, ou seja, uma pequena concentração do 

indutor (0,5%) favoreceu a produção de lipases pelo micro-organismo em estudo. A adição do 

extrato de levedura ao meio não foi significativa para a produção enzimática por T. sporotrichoides 

URM 6630, sendo este um nutriente de maior custo. Portanto, em caso de produção industrial, a 

ausência deste no meio minimizará os custos da produção. 

Utilizando planejamento PB como ferramenta estatistica, Gopinath et al. (2003) otimizaram 

a produção de lipases por Geotrichum candidum. Os autores observaram sete variáveis que 

influenciaram (tempo de incubação, pH, temperatura, galacose, sulfato de amônio, nitrato de sódio e 

Tween-80) a produção de lipases pela linhagem analisada.  

Visando otimizar ainda mais a produção de lipases por Trichosporon sporotrichoides URM 

6630, as condições aplicadas no ensaio 3 do planejamento PB foram selecionadas para serem 

utilizadas na Metodologia de Superfície de Resposta (MSR). Neste ensaio, o micro-organismo 

produziu 69,65 U/mL de lipases. 

 

5.4.2. Otimização das variáveis significantes usando Metodologia de Superfície de Resposta  

 

A metodologia de superfície de resposta (MSR) é aplicada em experimentos industriais para 

encontrar condições ótimas para fatores de delineamento. É atualmente, o mais difundido conjunto 

Figura 8. Gráfico de Pareto mostrando os efeitos principais das variáveis para a produção das 

lipases baseados nos resultados experimentais Plackett-Burman (PB).   
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de técnicas para otimizar, sendo composta de duas etapas: modelagem e deslocamento (Basheer et 

al., 2011). A MSR foi adotada através da seleção das variáveis significativas: temperatura, óleo de 

licuri e KH2PO4. Na Tabela 8 estão descritos os valores da atividade lipásica (U/mL) obtidos no 

experimento da MSR, evidenciando que as melhores condições para a produção da lipase por 

fermentação submersa por T. sporotrichoides URM 6630 encontra-se no ensaio 12 composto: óleo 

de licuri (0,75% v/v), KH2PO4 (1% p/v) e incubados em 34ºC. Neste ensaio a atividade de lipase 

experimental foi de 104,07 U/mL, resultado aproximadamente cinco vezes maior que os 

encontrados por Salihu et al. (2011) que trabalharam com a levedura Candida cylindracea 

utilizaram Tween-80 como fonte de carbono e obtiveram uma atividade lipásica de 20,26 U/mL 

após a aplicação da Metodologia de Superfície de Resposta.  

Basheer et al. (2011) avaliaram a produção de lipases por linhagem de Aspergillus awamori  

utilizando óleo de arroz como substrato. Os autores obtiveram máxima produção das enzimas com 

(2% v/v) de óleo e 0,05 de KH2PO4. No presente estudo, a concentração do óleo de licuri 

influenciou negativamente a produção das lipases. Enquanto que o acréscimo do KH2PO4 no meio 

promoveu o aumento da atividade da enzima e sua interação com o óleo de licuri diminuíram a 

atividade das lipases 

Pinheiro et al (2008) produziram lipases por Penicillium verrucosum em fermentação 

submersa utilizando o mesmo modelo experimental e um meio acrescido de peptona 0,5%, extrato 

de levedura 0,5%, NaCl 0,5% e azeite de oliva obtiveram, após 96 horas,  atividade de 3,15 U/mL.   

Puthli et al. (2006), que avaliaram a produção de lipases por Candida rugosa, obtendo-se uma 

atividade máxima de 1,84 U/mL após um período de 66 horas de fermentação. Santos et al, (2007) 

trabalhando com Trichosporon spp conseguiram uma produção de lipase de 7,3 U/mL após 72 

horas de cultivo.  Todos esses resultados estão bem abaixo dos encontrados no presente estudo com 

o Trichosporon sporotrichoides URM 6630. 
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 Tabela 8. Desenho experimental e resultados da Metodologia de Superfície de Resposta 

(MSR) 

 

 

A análise de variância indicou que o modelo estabelecido foi significativo (P = 0,28).  Na 

maioria dos estudos a análise ANOVA geralmente mostra um resultado significativo originando um 

modelo experimental quadrático (Gopinath et al., 2003; Singh and Satyanarayana, (2008);  Salihu et 

al., 2011). A análise ANOVA para a produção da lipase neste estudo mostrou que só o modelo 

matemático linear foi significativo, obtendo uma equação polinomial de primeira ordem (Tabela 9). 

 

Tabela 9. Análise de variância da ANOVA da produção de lipases por T. sporotrichoides utilizando 

óleo de licuri como fonte de carbono 

           

 SS df MS F P 

(1)Temperatura(L) 12,9671 1 12,96713 3,56265 0,117738 

(2)Óleo    (L) 1,5396 1 1,53964 0,42301 0,544137 

(3)KH2PO4(L) 49,0337 1 49,03369 13,47174 0,014438 

Lackof Fit 108,1235 11 9,82941 2,70058 0,141333 

PureError 18,1987 5 3,63974   

Total SS 189,8627 19       

      

 

As Figuras 9a, b e c, apresentam os gráficos de projeção da superfície de resposta em função 

dos fatores experimentais: óleo de licuri e K2HPO4, temperatura e K2HPO4, e óleo de licuri e 

temperatura. Pode-se verificar que as melhores condições para a produção das lipases em 

Ensaios Temperatura Òleo KH2PO4 Atividade lipolítica U/mL 

Experimental Esperada 
 

1 1 1 1 74,22 88,80 

2 1 1 -1 50,04 58,00 

3 -1 -1 1 49,20 63,38 

4 1 -1 -1 64,22 65,02 

5 0 0 0 68,15 71,73 

6 0 0 0 14,92 71,73 

7 0 0 0 14,05 71,73 

8 0 -α 0 74,22 68,00 

9 0 0 -α 47,61 47,36 

10 1 -1 1 69,05 84,87 

11 -α 0 0 77,96 62,28 

12 0 0 +α 104,07 82,18 

13 0 0 0 73,72 71,73 

14 0 0 0 14,57 71,73 

15 -1 1 -1 55,22 61,59 

16 -1 -1 -1 51,79 59,35 

17 +α 0 0 88,75 80,19 

18 0 +α 0 88,20 74,17 

19 -1 1 1 55,22 76,56 

20 0 0 0 73,72 71,73 

Atividade enzimática ± padrão de derivação 
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fermentação submersa por Trichosporon sporotrichoides URM 6630 apresentaram-se durante a 

relação entre a concentração de KH2PO4 e a concentração de licuri, que interagiram de forma 

positiva. 

 

 
 

 

 

 

(a) 

(b) 

(c) 

Figura 9. Gráficos de projeção da superfície de resposta em função dos fatores experimentais para a 

produção de lipases por T. sporotrichoides URM6630 (a) óleo de licuri e K2HPO4, (b) temperatura e 

K2HPO4, e (c) óleo de licuri e temperatura.  

 

 



70 
Souza, Odacy C. – Produção de lípases por culturas de Trichosporon... 

 

Basheer et al. (2011) trabalhando com a MSR verificaram que das variáveis testadas, o 

tempo de incubação e temperatura foram as mais significativas. Tais resultados diferem dos obtidos 

no presente estudo, no qual apenas a interação entre a concentração de KH2PO4 e a concentração do 

óleo de licuri foi significativa. Gopinath  et al. (2003) trabalharam com Geotrichum candidum e 

otimizaram a produção das lipases usando a MSR. Os autores obtiveram atividade máxima de 

lipases de 87.7 U/mL, entretanto com substrato mais complexo com galactose (1,25% p/v), fonte de 

nitrogênio (2% p/v), Tween-80 (1% v/v), temperatura de 30 ºC e elevado tempo de incubação (144 

horas).  

 

6.5. PURIFICAÇÃO DA LIPASE EM SISTEMA DE DUAS FASES AQUOSAS 

 

6.5.1. Efeito do peso molecular de PEG sobre a partição de lipase 

 

Os melhores resultados de purificação da lipase após análise estatística foram obtidos na 

fase superior, ou seja, fase onde se encontra o polietileno glicol (PEG). Também de acordo com 

essa análise o PEG com peso molecular de 10000, com maior concentração 24% além do sal fosfato 

de potássio 20% pH 8.0 proporcionaram a separação da lipase presente no extrato bruto 

preferencialmente para a fase superior (“fase top” composta por PEG) do sistema. Nessas condições 

obtivemos um coeficiente de partição de 76 (figura 10) e uma recuperação da atividade de 164,71%, 

no entanto o aumento de pureza que foi de 0,96 indica que faz-se necessário um outro planejamento 

estatístico para aumentar a pureza enzimática. Show et al, (2012) obtiveram uma recuperaçãode 

75% conseguindo dobrar a média da purificação após duas recuperações seguidas da fase superior.  

Ooi et al, 2011 trabalharam com sistema aquoso de duas fases verificaram que a enzima estava 

acumulada na fase superior e a recuperação foi de 92,1%  e o coeficientes de partição 0,34. Após 

repetitiva recuperação da enzima os autores obtiveram um aumento na concentração da enzima 16,5 

U/ml e do fator de purificação 7,2. 

No Sistema de duas fases aquosas, conhecido como SAB, a escolha do sal é de extrema 

importância, pois o teste possui um importante papel como formação da fase e uma relação direta 

na separação, concentração e purificação da enzima, influenciando no sistema. Segundo, Nandini & 

Rastogi (2011), um sistema de fosfato de potássio demostrou ser mais apropriado para lipases, 

enquanto que o citrato de sódio mais adequado para a protease. Esses mesmos autores utilizaram 

SAB consistindo de PEG massa molar 6000 e fosfato de sódio, observaram que a enzima ficou 

concentrada na fase superior do sistema, conseguiram um coeficiente de partição 0,25, recuperação 

92%, fator de purificação de 1,87, e a pureza da lipase foi aumentada em 3,59 vezes utilizando 

várias extrações das fases.    
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Santos et al 2007, trabalhando com Trichosporon spp, observaram que o sistema PEG e 

fosfato apresentou um bom potencial para a extração da enzima, concentrada na fase superior, com 

uma rápida e elevada recuperação de 99,8%.  Khayati & Alizadeh, 2013 realizando a extração da 

lipase, também por sistema de duas fases, produzida pela fermentação da levedura Rhodotorula 

glutinis verificou que a enzima ficou concentrada na fase superior com uso de PEG de 4000, 

obtiveram o coeficiente de partição (68,8%) e o fator de purificação (8,63). 

Bassani et al, 2010 purificando a lipase de Candida rugosa conseguiu concentrar esta 

enzima na fase superior, obtiveram um fator de purificação de 2,3 e recuperação da enzima de 

78,26% com um PEG de massa molar de 2000. Aradhana, et al, 2014 utilizando a lipase de 

Rhizopus niveus em sistema de duas fases aquosas observaram que uma baixa massa molar de PEG 

favoreceu a separação lipase para a fase superior, o que difere do nosso estudo conforme Figura 10 

(a, b e c).  

Padilha et al 2011, utilizaram diferentes massas molares de PEG (1500, 4000 e 6000) a  uma 

concentração de 50% p/p  em tampão fosfato (pH 6, 7 e 8) verificaram que menores concentrações 

de soluções são necessárias para a formação de fases com PEG de maior massa molar, como 

ocorrido em nosso trabalho, onde conseguimos formação das fases com concentrações 20, 22 e 24% 

p/p do PEG 6000, 8000 e 10000.  Zhang & Liu, 2010 submeteu Trichosporon laibacchii a 

purificação parcial por sistema de duas fases aquosas, com SAB consistindo de PEG 4000 (12%) e 

fosfato de potássio (K2HPO4, 13%) resultou na partição da lipase para a fase de PEG com 

coeficiente de partição 7,61, recuperação de actividade de 80,4%, e o factor de purificação de 5,84 a 

um pH de 7,0.   Em todos os casos relatados o rendimento da recuperação da atividade enzimática 

foi menor do que o obtido em nosso estudo.  Como observado em nossos resultados, a massa do 

PEG foi a variável que teve uma influência mais significativa, entretanto todas as variáveis 

influenciaram significamente o estudo, o que remete a necessidade de um novo planejamento para 

tentar aumentar ainda mais a pureza da enzima produzida pelo Trichosporon sporotrichoides. 
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Figura 10 Gráficos de pareto e de efeitos, mostando a influência das variáveis sobre os 

seguintes parâmetros: (a)  coeficiente de partição (K) da enzima;  (b) no rendimento de 

recuperação da enzima; (c) aumento da pureza.   
Nota: MPEG: Massa do PEG; CPEG: concentração de PEG. 

(a) 

(b) 

(c) 
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6.6. CARACTERIZAÇÃO ENZIMÁTICA 

 

6.6.1. Efeito e Estabilidade da lipase ao pH e à temperatura 

 

Os estudos de pH e temperatura são importantes na etapa de purificação da lipase, impedindo a 

perda de atividade pelo uso de condições que favoreçam sua inativação e redução da eficiência do 

método de purificação. Além disso, as avaliações dos efeitos e estabilidade de pH, temperatura e 

outras variáveis sobre a atividade enzimática podem ser úteis para uma futura transposição de escala 

industrial em biotecnologia.  Em nossos ensaios, o efeito do pH na atividade lipolítica apresentou 

ótima atividade em pH 10.0 (figura 11a). Diferentes estudos na literatura tem demonstrado uma 

ampla faixa de estabilidade de lipases produzidas por fungos em diferentes faixas de pH [3,0 a 10,0 

(Dharmsthiti et al, 1997); 6,5 a 8,5 (Gopinath et al, 2013); 2,0 a 12,0 (Jermsuntica et al, 2011)].   

Singh et al., (2009), encontraram para Geotrichum candidum melhor atividade em pH 5.4.  O valor 

de pH ótimo está de acordo com os dados obtidos na literatura que descrevem numa faixa de 2,0 a 

10,0 (Martins, 2001; Mahadik et al., 2002; Pastore et al., 2003).   

Pinheiro et al (2006), obteve pH ótimo de 7,0 para lipases produzidas em fermentação 

submersa de Penicillium verrucosum. Os estudos de Kumari et al (2012) e Yu et al (2007) 

trabalhando com a levedura Yarrowia lipolytica  observaram uma atividade ótima com os valores de 

pH 7.0 e 8.0, respectivamente. Ciafardini et al (2006) produziram lipases utilizando amostras de 

Williopsis californica 1639 e Saccharomyces cerevisiae  1525 obtendo valor de pH ótimo de 6.0 e 

7.5.  Estes dados reforçam que as características das enzimas microbianas variam de acordo com a 

enzima em estudo, linhagem produtora, bem como com as condições de fermentação (Kumari et al 

2012).  

Já em relação ao efeito da temperatura sobre a ativadade da lipase de Trichosporon 

sporotrichoides URM 6630 obtida em nosso estudo e apresentada na figura 11b, pôde-se verificar 

que este efeito foi maior a 40ºC. A mesma temperatura ótima foi observada por Singh et al (2009), 

ao caracterizar lipases produzidas por G. candidum, e Kumari et al, (2012) com lipase produzida 

por Yarrowia lipolytica. Quanto à estabilidade em função do tempo (figura 12a e 12b), a lipase aqui 

obtida por T sporotrichoides URM 6630 mostrou-se termoestavel à temperatura de 40  por até 4 

horas de incubação, e em relação ao pH 10,0  a estabilidade foi mantida praticamente inalterada por 

até 120 minutos.  Pinheiro e colaboradores em seus estudos para a produção de lipases verificaram 

que as melhores temperaturas para uma elevada atividade lipolítica foi no intervalo entre 30 a 40 

°C. Contudo no trabalho de Ciafardini e colaboradores, 2006 que utilizaram as leveduras Williopsis 

californica 1639 e Saccharomyces cerevisiae  1525 para produzir lipases, a temperatura para uma 

maior produção da enzima foi de 20 °C e 30°C respectivamente.   
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Dimitrijevic e colaboradores 2012, trabalhando com a levedura Candida antarctica 

obtiveram  60ºC como temperatura ótima para a enzima.  Santos et al, 2007 trabalharam com o 

mesmo Gênero desse estudo  Trichosporon spp  e obtiveram temperatura ótima  para a atividade 

lipolítica entre 45-50 ºC.  Padilha et al, 2011 verificaram que a lipase obtida após purificação 

apresentou atividade ótima a 37 °C e pH 8,0. A inativação da lipase ocorreu durante 60, 90 e 120 

minutos a 50 e 60 °C respectivamente, 34, 33 e 45%. Quanto ao pH, a enzima mostrou estabilidade 

durante 4 h de incubação a diferentes valores de pH.   Os nossos resultados reforçam os dados da 

literatura de que fatores como a origem e linhagem microbiana podem interferir diretamente nas 

propriedades cinéticas e de estabilidade das enzimas. Além de tais fatores, as condições do ensaio, 

tempo de incubação, pH, temperatura, metodologia e o substrato utilizado também são importantes 

determinantes das características enzimáticas (Lopez et al., 2012; Carvalho et al., 2005).  

 

 

             

                               Figura 11.   Efeitos de pH e temperatura sobre a atividade enzimática após 

                                                  purificação  utilizando sistema de duas fases aquosas. 
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Figura 12.   Estabilidade ao pH e à temperatura sobre a atividade enzimática 

Após purificação utilizando sistema de duas fases aquosas. 
 

 

 

 

6.6.2. Efeito de íons metálicos, inibidores e solventes sobre atividade lipase 

 

 A enzima teve sua atividade ativada por sulfato de cobre, cloreto de cálcio, cloreto de 

cobalto, sulfato de zinco e sulfato de manganês. A lipase foi inibida por pepstatina. O isopropanol e 

o DMSO (dimetilsulfóxido) não alteraram a atividade da enzima. O EDTA (ácido etileno-diamino- 

tetraacético) inibiu consideravelmente a lipase, o que indica que a enzima é uma metaloprotease.  

Todos os resultados estão apresentados na figura 13. Kumari e Gupta (2012), trabalhando com a 

levedura Yarrowia lipolytica, suas atividades lipasicas foram ativadas por Ca
2
 e inibidas por Fe

2
, 

Cd
2
 e Ni

2
. O Mg

2
 não afetou a atividade enzimática.  
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Yu et al. (2007), Yarrowia lipolytica Obtiveram que com acetona, metanol, etanol, 

isopropanol, DMSO a lipase reteve atividade quase 90% e a atividade de lipase foi ligeiramente 

aumentado por Ca
2 + 

e Mg
2 +. 

A atividade da lipase foi inibida por Zn
2 +

 e Ni
2 +

 e totalmente inibida 

por Cu
2 +

, mas não foi afetada pelo agente quelante EDTA, sugerindo que este não é uma lipase 

metaloenzima. A adição de 0,1% de Tween 80 e Span 65 aumentou ligeiramente a atividade da 

enzima, depois de 0,5 horas a 30 ° C; Triton X-100, Span 85, DTT e β-mercaptoetanol não afectam 

a actividade de lipase; mas SDS 1 mM teve um forte efeito inibitório na atividade da lipase.  

Padilha et al, 2011 verificaram que os íons metálicos, tais como Mn
2
 +,Co

2
 +, Ca

2
 + I- mantiveram 

a atividade enzimática da lipase, no entanto, na presença de Fe
2
 +, Hg

2
 + e Al

3
 + a enzima foi 

completamente inibida. 

  Dimitrijevic et al, (2012), trabalharam com outro gênero de levedura, a Candida antarctica 

verificando o efeito de diversos íons (Na
+
; K

+
;  NH4

+
; Zn

2+
; Ca

2+
;  Mg

2+
;  Cu

2+
; Mn

2+
 e Fe

2+
) e 

detergente na atividade enzimática. Neste estudo os autores observaram o efeito desestabilizador do 

cálcio. Em concentrações baixas (0,1%), a lipase não foi afetada por Triton X-100, Triton 1339, 

Tween 20 e Tween 80. Em concentrações mais elevadas, a atividade foi inibida, exceto no caso de 

Triton X-100. Nenhum dos detergentes testados atuou como ativador da lipase. 

        

 

 

 

 

 

Figura 13. Gráfico dos efeitos dos inibidores sobre a atividade lipolítica em valor percentual. 
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6.7. APLICAÇÃO DA LIPASE PRODUZIDA POR T sporotrichoides URM 6630 NO 

TRATAMENTO DO EFLUENTE DE ABATEDOURO DE BOVINOS 

 

6.7.1. Caracterização físico-química do efluente e aplicação do extrato enzimático bruto  

 

Amostras do efluente de abatedouro de bovino, utilizado em todos os experimentos foram 

analisadas pelo Instituto de Tecnologia de Pernambuco (ITEP).  Os resultados da análise físico-

química estão descritos na tabela 10.  Podemos verificar em tais resultados a elevada quantidade de 

material orgânico relacionado diretamente com a demanda química de oxigênio e o teor de lipídeos 

na amostra, com óleos minerais e gordura animal, o que torna interessante e viável os ensaios com 

as lipases produzidas por T sporotrichoides. 

 

Tabela 10. Análise físico-química do efluente  

 

Parâmetros Resultados Unidade 

Demanda Química de Oxigênio 1.107 mg O2/L 

Sólidos Totais 1.228 mg/L 

Óleos e Graxas Totais 136 mg/L 

Óleos e Graxas Minerais 108 mg/L 

Óleos e Graxas Vegetais e Gordura Animal 28 mg/L 

Sólidos Suspensos Voláteis 52,5 mg/L 

 

 

Os resultados da ANOVA indicaram que o planejamento foi significativo. O erro 

experimental foi avaliado através de ensaios em quaduplicata, de forma aleatória dos pontos 

centrais do design experimental. Os resultados mostraram uma boa reprodutibilidade (p < 0,5).  O 

efeito dos fatores na hidrólise enzimática utilizando a lipase produzida pelo Trichosporon 

sporotrichoides URM 6630 pode ser observado nos gráficos de Pareto apresentados na Figura 14.  

Oliveira et al. (2011) em seus estudos observaram que com o aumento da adição de lipase 

aumentou a hidrólise de lipídios, obtendo os melhores resultados utilizando as concentrações de 1,0 

e 1,5 g L-1 desta enzima. Rigo et al, (2008) em seus estudos utilizando o extrato enzimático obtido 

da fermentação em estado sólido usando Penicillium restrictum obtiveram após 15 h de reação 

melhores resultados com 5.0% (p / v) de lipase, a temperatura de 45 °C, com um pH (6,0) e sem 

agitação. E para a enzima comercial (Lipolase 100T) os melhores resultados foram obtidos com 

condições temperatura (36 ° C) e enzima (2.55% p / v), esses últimos resultados corroboram com os 

resultados encontrados em nossos estudos, onde a menor concentração enzimática, promoveu a 

melhor hidrólise dos ácidos graxos 2.0% (p / v) do extrato enzimático bruto.  
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As variáveis que influenciaram na quebra dos ácidos graxos livres foram temperatura, 

quantidade da enzima e o pH. A temperatura e o pH apresentaram efeito positivo uma vez que o 

melhor resultado da hidrólise da lipase foi alcançado com o nível mais alto de pH 8.0 (tampão 

fosfato) e a temperatura mais elevada 40 °C. A concentração da enzima apresentou efeito negativo, 

a melhor hidrólise foi obtida com os níveis mais baixos da enzima. A interação entre as variáveis 

quantidade da enzima e o pH foram as que mais influenciaram a hidrólise, resultados obtidos para a 

temperatura foram parecidos com os obtidos por Rigo et al. (2008) cuja temperatura foi a mais 

elevada 45 °C.  

Leal et al. (2010) encontrou as melhores condições a 45 °C depois de 24 h de incubação, 

utilizando a lipase de Penicillium restrictum para a hidrólise de águas residuais de laticínios. Os 

resultados encontrados no presente estudo são relevantes para uma aplicação industrial, e para a 

primeira etapa do tratamento dos efluentes (flotação) a temperatura utilizada varia entre 27- 40 °C.   

  

                 

 

 

 

 

O gráfico de superfície (figura 15) mostra que a interação entre as variáveis foram mais 

significativas para as variáveis concentração de enzima e valor de pH. Portanto a lipase produzida 

através da fermentação líquida de Trichosporon sporotrichoides URM 6630, poderia encontrar uma 

Figura 14. Gráfico de Pareto mostrando os efeitos principais das variáveis para a hidrólise de 

ácidos graxos em efluentes de abatedouro de bovinos pela lipase produzida pela fermentação 

submersa de T. sporotrichoides URM6630 em óleo de licuri.  
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aplicação promissora na pré-hidrólise de lipídios presentes nos efluentes de abatedouros de bovinos, 

mas o processo de purificação desta enzima precisa ser otimizado para obtenção de um melhor 

rendimento. 

                   

Figura 15. Gráficos de projeção da superfície de resposta em função dos fatores experimentais para a hidrólise de 

ácidos graxos livres presentes em efluentes de abatedouro de bovino, por lipases produzidas pela fermentação de T. 

sporotrichoides URM6630 em óleo de licuri.  

 

 

7. CONCLUSÃO 

 

Trichosporon sporotrichoides URM 6630, trata-se do primeiro relato de produção de lipases 

por uma linhagem desta espécie, bem como da utilização de óleo de licuri (Syagrus coronata 

(Mart.) Becc) como substrato. Este micro-organismo torna-se bastante promissor para a produção 

de lipases, por produzir altos níveis destas enzimas, em temperatura moderada, utilizando substrato 

de baixo custo, um meio de cultura simples para a produção, minimizando assim os custos da 

produção. Tais resultados mostram-se promissores para a indústria, pois possibilitam economia de 

substrato e de tempo de produção.  

O sistema PEG/fosfato provou ser adequado para a remoção da lipase do extrato bruto 

fermentado de Trichosporon sporotrichoides URM 6630. As condições satisfatórias do processo de 

purificação em sistema de duas fases aquosas foram encontradas no ensaio 16, utilizando PEG 

10000 / fosfato de potássio (24/20% respectivamente) a um pH de 8.0, que garantiu os melhores 

resultados coeficiente de partição 76, recuperação da atividade 164,71%, e o fator de purificação de 

0,96. O SAB não é suficiente para proporcionar total purificação da enzima e de acordo com as 

análises estastisticas foi possível observar que apesar da recuperação da enzima em alguns ensaios 
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ter sido superior a 100%, nas condições utilizadas não obtivemos uma boa purificação, além disso 

todos os fatores estudados influenciaram na purificação da lipase por SAB de forma positiva, ou 

seja, quanto maior a massa e concentração do PEG, concentração do fosfato e pH maior será o 

aumento de pureza e a recuperação da lipase extraída do meio de fermentação. Assim faz necessário 

um segundo planejamento estatístico para aumentar a pureza da enzima, no entanto o SAB deve ser 

considerado como método de baixo custo, eficiente na etapa de descontaminação e recuperação da 

enzima.   

A adição da enzima lipase pode aumentar significativamente a eficiência do processo de 

tratamento de efluente, reduzindo os impactos ambientais gerados sobre os recursos hídricos. O 

maoir rendimento na degradação dos ácidos graxos livres, foi obtido no ensaio 7 (36,14 u/mL) com 

elevado nível de degradação utilizando a temperatura de (40 ºC), reduzida quantidade do extrato 

enzimático bruto ( 2% m / v) e pH (8,0).   
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RESUMO 

 

O potencial biotecnológico de enzimas lipolíticas produzidas por micro-organismos, tem atraído 

atenção devido as várias aplicações em escala industrial como na produção de alimentos, 

detergentes, cosméticos e fármacos. As lipases constituem um grupo heterogêneo de enzimas que 

catalisam a degradação de ácidos graxos. A grande demanda industrial por novas fontes de lipases 

com diferentes características, tem estimulado a busca de novas cepas de micro-organismos 

lipolíticos, principalmente de fungos, ou a procura de novas fontes de carbono com o interesse em 

otimizar a produção de lipases. Espécies de Trichosporon vem sendo objeto de estudos devido a sua 

capacidade de produzir lipases extracelulares. O objetivo deste trabalho foi identificar as variáveis 

que influenciam a produção lipolítica T. sporotrichoides URM6630 através do designer 

experimental Plakett-Burman (PB) e Metodologia de Superfície de Resposta (MSR). O estudo de 

produção foi conduzido 11 variáveis e posteriormente identificadas três componentes importantes 

que influenciaram a produção de lipases: temperatura, concentração de KH2PO4 e concentração de 

óleo de licuri. Os valores ótimos dessas três variáveis foram determinados utilizando MSR. A 

interação entre licuri e concentração de KH2PO4 apresentaram um melhor resultado obtendo 

produção máxima de lipase de 104,07 U/mL. Trichosporon sporotrichoides URM6630 é indicado 

como micro-organismo promissor para produção de lipases.  

 

Palavras-chave: Trichosporon, atividade lipásica, óleo de licuri, caracterização lipásica 
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1. Introdução 

 

Lipases (E.C.3.1.1.3) são enzimas encontradas na natureza, a partir de tecidos animais, 

vegetais e em micro-organismos. Atuam sobre as ligações ésteres presentes em triacilglicérois, 

liberando diglicerídeos, monoglicerídeos, ácidos graxos e glicerol, constituem uma classe especial 

de esterases por agir na interface entre a fase aquosa e não-aquosa o que as distingue das esterases, 

que são enzimas que agem em ésteres solúveis em água ou que hidrolisam outros lipídeos (Darvishi 

et al., 2009; Barros et al., 2010; Hama et al., 2010; Rigo et al., 2010). 

Sob certas condições, as lipases também catalisam reações de esterificações, 

transesterificações e interesterificação em solventes orgânicos, onde o teor de água influencia a 

posição de equilíbrio das reações. As aplicações referem-se em geral à separação de gorduras, 

síntese de ésteres de alto valor agregado, produção de substitutos da manteiga de cacau, resolução 

de misturas racêmicas e como aditivos na indústria farmacêutica, têxtil, química e alimentícia 

(Barros et al., 2010; Sun et al., 2012; Santos el al., 2014). 

As lipases vêm conquistando uma faixa crescente do mercado de enzimas industriais, pois 

são amplamente utilizadas nas indústrias de alimentos para modificação do sabor (Barros et al., 

2010; Najjar et al., 2011), farmacêutica para digestão de óleos e gorduras nos alimentos (Rigo et al., 

2010), detergentes para hidrólise de gorduras, tratamento residuais para remoção de substâncias 

oleosas (Sing and Satyanarayana, 2008; Demir and Tukel, 2010; Kong et al., 2012). Devido à sua 

versatilidade, o uso de lipases como biocatalisadores tem um enorme potencial para reduzir os 

requisitos de energia e os problemas ambientais em diversos setores (Pereira et al., 2013; Reis et al, 

2015). Em medicina as lipases são utilizadas para determinação quantitativa de triglicerídeos no 

sangue (Sing and Satyanarayana, 2008), e no setor de combustíveis para síntese de ésteres e 
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transesterificação catalisada por lipase é considerada como uma das técnicas mais promissoras para 

a produção de biodiesel (Bautista-Gallego et al., 2011 Zhao et al., 2015).  

Alguns micro-organismos produzem uma quantidade reduzida de enzimas dificultando sua 

aplicação industrial. Dentre os fungos, os filamentosos, tais como Aspergillus niger e Trichoderma 

reesei são os mais utilizados para a produção industrial enzimas extracelulares porém, na maioria 

dos casos, adotando-se métodos simples como a utilização de um meio de cultura específico e 

modificando-se as condições operacionais é possível, com a otimização do processo de produção 

potencializar a obtenção de enzimas, aumentando significativamente o rendimento enzimático 

(Pizarro et al., 2012; Pereira et al., 2013). 

As leveduras são fungos predominantemente unicelulares, aclorofilados têm distribuição 

mundial e metabolismo diversificado, especialidade fisiológica que proporciona a utilização de uma 

variedade de nutrientes em distintas condições ambientais. As leveduras são muito versáteis e 

muitas delas são peculiarmente apropriadas para propósitos industriais (Araujo and Hagler, 2010; 

Huang et al., 2010). Espécies do gênero Trichosporon são leveduras cujo uso em processos 

biotecnológicos para produção de diversas enzimas, tem crescido extensivamente. Algumas 

espécies são citadas como produtoras de celulases, proteases, xilanases e lipases. Entretanto seu 

potencial biotecnológico é pouco explorado quando comparado a outras leveduras (Liu et al., 1999; 

Silva-Neves et al., 2006; Ribeiro et al., 2011). 

A demanda industrial por novas fontes de lipases com diferentes características tem 

estimulado a procura de novos micro-organismos lipolíticos, principalmente por leveduras, ou a 

procura de novas fontes de carbono com o interesse em otimizar a produção de lipases. Os óleos 

vegetais são considerados excelentes fontes de energia por conter, predominantemente em sua 

composição, ácidos graxos sendo considerados como bons indutores de lipases. (Colen et al., 2006; 

Nandini and Rastogi, 2009; Treichel et al., 2010). Não foram encontrados relatos na literatura do 

uso do de licuri (Syagrus coronata (Martius) Beccari), como substrato para a produção de lipase, no 
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entanto devido a sua importância nutricional, torna-se uma alternativa para estudo do processo de 

produção destas enzimas.  Aliás, o nosso grupo já obteve elevada produção de lipase utilizando 

como substrato o resíduo bruto de licuri e Aspergillus candidus URM 5611 como microrganismo 

produtor (Farias et al, 2015).  

Diante do exposto, os objetivos deste trabalho foram selecionar culturas de Trichosporon 

isoladas do solo e preservadas sob óleo mineral depositadas na Micoteca-URM, quanto a sua 

viabilidade, autenticação taxonômica e caracterização lipolítica utilizando diferentes fontes de 

carbono como substratos, assim como, selecionar o melhor produtor e identificar as variáveis que 

influenciam de forma significativa a produção de lipases pela linhagem selecionada através do 

planejamento Plakett-Burman (PB), bem como pela Metodologia de Superfície de Resposta (MSR). 

 

2. Materiais e Métodos 

 

2.1. Micro-organismo 

Foram utilizadas 53 culturas de Trichosporon preservadas sob óleo mineral no período de 1955 a 

2011 na Coleção de Culturas Micoteca URM (WDCM604) mantido em tubos de ensaios contendo o 

meio de cultivo ágar Saboraud, acrescido 5% de extrato de levedura a 28 ºC.  

 

2.2. Reativação e autenticação taxonômica das culturas  

A reativação foi realizada através da retirada de fragmentos das culturas preservadas sob 

óleo mineral, transferidos com auxílio de uma alça de platina para caldo glicosado e mantidos a 

28ºC ± 2ºC. Após crescimento, as culturas foram transferidas para o meio agar saboraud acrescido 

de extrato de levedura (YES) mantidos a  28ºC ± 2ºC  para verificar a viabilidade, pureza e 

autênticação taxonômica, através das características macroscópicas, microscópicas e fisiológicas 

segundo Domsch e Gams (1993), Barnett et al. (2000) e de Hoog et al. (2000). 
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2.3. Screening em meio sólido dos produtores de lipase 

Para determinação da capacidade lipolítica, foram retirados fragmentos das culturas 

mantidas em SYE contidos em tubo de ensaio e transferidos para o centro da placa de Petri 

contendo o referido meio. Após sete dias de crescimento, fragmentos da cultura foram transferidos 

para tubos contendo o meio agar-água, posteriormente pipetado para o centro da placa de Petri com 

meio de cultura, contendo 10g peptona, 5g cloreto de sódio, 2g cloreto de cálcio, 20g ágar  e 10 ml 

Tween 20, ajustado o pH para 7,4, para 1000 mL de água destilada. Proposto por Sierra (1957) em 

triplicata. As culturas foram incubadas em BOD (Biochemical Oxygen Demand) (TECNAL TE424) 

a 28ºC e 37ºC ± 2ºC, observadas durante 24, 48, 72 e 96 horas, evidenciando-se um halo claro em 

torno das colônias indicativo de atividade lipolítica. O Índice Enzimático (IE) foi expresso pela 

média aritmética da relação entre o diâmetro do halo e o diâmetro do crescimento da colônia 

segundo Hankin e Anagnostakis (1975). 

 

2.4. Screening em meio líquido dos produtores de lipase 

O experimento foi realizado em duplicata utilizando Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 

mL dos meio I composto por 1% (v/v) de óleo de oliva adicionado de 0,5% (p/v) extrato de 

levedura, meio II contendo 1% (v/v) de óleo de mamona adicionado de 0,5% (p/v) extrato de 

levedura, e meio III composto por 1% (v/v) de óleo de licuri adicionado de 0,5% (p/v) extrato de 

levedura, todos com o pH ajustado para 6.5. Esterilizados a 120ºC durante 15 minutos, resfriados e 

inoculados com disco de 5 mm obtidos a partir da colônia central de todos os micro-organismos e 

incubados em agitador orbital (TECNAL TE424) a 160 rpm a 37ºC por 96 horas.  

 

2.5. Atividade lipolítica  

Foi utilizado o método espectrofotométrico para determinar a atividade da lipase de acordo 

com Pimentel et al. (1994), com base na hidrólise de p-nitrofenilpalmitato (pNPP) em p-nitrofenol 
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(pNNP) e palmitato. A atividade consiste na mistura de 1 mL de extrato enzimático bruto e 9 mL da 

solução substrato (0,018 g p-nitrofenilpalmitato (pNPP) dissolvido em 6 ml de isopropanol, em 450  

mL em solução tampão fosfato 50 mM pH 8.0 contendo 2 g de Triton X-100 e 0,5 g de goma 

arábica). A libertação de pNP a 37 °C, em 30 minutos de incubação, foi detectada a 410 nm. Uma 

unidade de atividade enzimática foi definida como a clivagem de 1 µmol/min pNPP, pH 8,0 (0,05 M 

em solução tampão fosfato), 37 °C. O coeficiente de extinção molar de pNPP (1,32 x 10
4
 M

-l
.cm

-1
) 

foi utilizado para calcular a atividade enzimática. 

 

 

 

 

2.6. Otimização do meio de produção de lipase  

2.6.1. Meio de fermentação 

O meio de produção de lipases foi preparado utilizando óleo de licuri (1%) como meio basal, 

que continha diferentes concentrações de nutrientes testados de acordo com designer experimental 

Plakett-Burman (PB). O meio de cultivo teve o pH inicial do meio de cultivo ajustado de acordo 

com o planejamento e esterilizado a 121 ˚C durante 15 min. Discos do inóculo foram adicionados a 

cada 50 mL de meio em Erlenmeyer com capacidade de 250 mL de acordo com a matriz. Os frascos 

foram incubados por cinco dias em diferentes temperaturas, sob agitação orbital em diferentes 

rotações. 

 

2.6.2. Identificação e seleção das variáveis significativas para a produção de lipase usando 

planejamento Plackett-Burman (PB)  

Com base no design PB, cada componente foi examinado em dois níveis: "-1" para baixo e 

nível '+1' para cima. Foram testados 11 variáveis, utilizando o software statistc 7®, que gerou um 

conjunto de 12 ensaios experimentais e possibilitou a identificação estatística das variáveis mais 
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significativas. A Tabela 1 apresenta os componentes do meio sob análise bem como os níveis de 

cada uma das variáveis usadas no planejamento, enquanto a Tabela 2 representa a matriz.  

                    Tabela 1. Variáveis e níveis utilizados no planejamento Plackette-Burman (PB) 

  

Variáveis  Inferior (-1)  Superior (+1)  

1  - Tempo de incubação (horas)   72 120 

2 – pH  5 7 

3 – Temperatura   (ºC)  28 36 

4 – Rotação   (rpm)  100 150 

5 - Tamanho do inóculo   (m/m)  5 7 

6 – Óleo   (% v/v)  0,5 1 

7 - Extrato de levedura  ( % m/v)  0 0,5 

8 - Cloreto de sódio   (% m/v)  0,5 1 

9 - Cloreto de cálcio   (% m/v)  0 0,1 

10 -Sulfato de amônio   (% m/v)  0 0,1 

11 - KH2PO4    (% m/v)    0 0,1 

                     

 

    

 Tabela 2. Matriz estatistica com total de ensaios e variáveis correspondente a cada ensaio 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.6.3. Metodologia de superfície de resposta (MSR)  

Para otimizar a produção de lipase foi utilizada MSR avaliando as concentrações dos três 

fatores significativos nomeadamente temperatura, óleo de licuri e concentrações de KH2PO4 

(Tabela 3), totalizando um conjunto de 20 ensaios experimentais, com seis pontos centrais. As 

variáveis independentes foram estudadas em três diferentes níveis: baixos (-1), médio (0) e alto (1). 

Ensaios  1  2  3  4  5  6  7  8  9  10  11 

1 120  7  28  150  5  0,5  0  1  0,1  0,1  0  

2 120  7  28  150  7  0,5  0,5  0,5  0  0  0,1  

3 72  7  40  100  7  0,5  0  0,5  0,1  0,1  0,1  

4 72  5  40  150  7  0,5  0,5  1  0  0,1  0  

5 120  7  40  100  7  1  0  1  0  0  0  

6 72  5  28  100  5  0,5  0  0,5  0  0  0  

7 120  5  40  100  5  0,5  0,5  1  0,1  0  0,1  

8 72  5  28  150  7  1  0  1  0,1  0  0,1  

9 120  5  40  150  5  1  0  0,5  0  0,1  0,1  

10 72  7  40  150  5  1  0,5  0,5  0,1  0  0  

11 72  7  28  100  5  1  0,5  1  0  0,1  0,1  

12 120  5  28  100  7  1  0,5  0,5  0,1  0,1  0  
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Experimentos foram conduzidos em frascos de Erlenmeyer de 250 ml contendo 50 ml de meio (pH 

7,0) preparado de acordo com a matriz experimental, incubados em agitador orbital a 100 rpm.  

 

Tabela 3. Variáveis significativas utilizadas na metodologia de superfície de resposta (MSR) 

 

Variáveis 

independentes 
            -α       -1        0         1           +α 

Temperatura (ºC) 28 31 34 37 40 

Óleo (% v/v) 0,5 0,625 0,75 0,875 1 

KH2PO4  (% m/v) 0 0,025 0,05 0,075 1 

 

 

 

 

 

 

 
2.7. Caracterização parcial das lipases produzidas por Trichosporon sporotrichoides URM 6630 

Para caracterização enzimática parcial utilizou-se os isolados fermentados em meio de licuri, 

(Meio III) pois apresentaram maior produção enzimática nas condições de cultivo, e foi avaliado o 

efeito do pH, temperatura, íons, solventes e detergentes. 

2.7.1. Efeito ao pH e temperatura 

Para determinar o pH ótimo para a atividade da lipase, o extrato bruto foi analisado na faixa 

de pH 3,0 - 10,0 usando os seguintes tampões (100 mM): citrato (pH 3,0 – 6,0), fosfato (pH 6,0 – 

8,0), Tris-HCl (pH 8,0) e carbonato (pH 9,0 – 10,0). A temperatura ótima para atividade da enzima 

também foi determina, o extrato enzimático bruto foi testado em diferentes temperaturas entre 30 e 

90º C. A atividade enzimática foi realizada em triplicata, utilizando espectrofotometria (Pimentel et 

al. 1994). 
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2.7.2. Efeito a íons, detergentes e solventes orgânicos 

 

 Para avaliação dos efeitos de íons, detergente e de solventes orgânicos, o 

extrato bruto foi incubado com os inibidores (1:1) a 37 ° C por 30 min. Após esse período 

acrescentou-se o substrato e foi realizada a leitura em espectrofotômetro. A atividade enzimática 

residual foi expressa em porcentagem da atividade no tempo zero (100%), em triplicata (Pimentel et 

al. 1994; Dantas; Aquino, 2010). 

 

 
3. Resultados e discussão 

3.1. Viabilidade e autenticação taxonômica das culturas de Trichosporon 

Das 53 culturas de Trichosporon preservadas sob óleo mineral, 50 permaneceram viáveis, 

mantendo as características típicas da espécie. Apenas três culturas estavam inviáveis, sendo: URM 

573, URM 3963 e URM 4914, todas pertencentes à espécie T. cutaneum (Tabela 4). Desta forma o 

método de preservação sob óleo mineral, apresentou-se adequado para a manutenção de culturas de 

Trichosporon uma vez que tais micro-organismos se mantiveram viáveis após estocagem durante 55 

anos. Os resultados obtidos no presente estudo corroboram os obtidos por Braz et al., (2009). Estes 

autores avaliaram a viabilidade de 31 isolados de Acremonium preservados sob óleo mineral na 

Coleção de Culturas Micoteca URM, Brasil. Do total, 26 mantiveram-se viáveis, preservando suas 

características morfofisiológicas. Avaliando culturas pertencentes aos gêneros Cladosporium e 

Trichosporon preservadas também sob óleo mineral, Silva, (2009) observaram viabilidade de até 40 

anos. De acordo com Figueiredo (2001), uma ampla variedade de fungos sobrevivem nesse método, 

mantendo estabilidade entre 6, 7 e até mesmo 20 anos. Os resultados obtidos no presente estudo 

superam os já relatados pela literatura, visto que culturas de Trichosporon spp. com 55 anos de 

preservação mantiveram-se viáveis. Entretanto, para alguns gêneros de fungos este método de 

preservação pode não ser eficaz. Por exemplo, Bezerra et al. (2006) avaliaram 20 culturas de 
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Coccidioides immitis preservadas Coleção de Culturas do Instituto Oswaldo Cruz e apenas cinco 

delas foram viáveis.  

A determinação da viabilidade fornece dados importantes da sobrevivência das células 

durante o procedimento de preservação e tempo de manutenção destas culturas em coleções, bem 

como a importância da utilização de pelo menos dois métodos de preservação das culturas em 

duplicata, garantindo que isolados quando sensíveis a determinado método de preservação possam 

ser reativados, para estudos, a partir de outro método. É importante enfatizar que a Micoteca URM 

mantém culturas de Trichosporon e os demais fungos filamentosos e leveduras em pelo menos 

dois métodos de preservação em duplicata. 

 

Tabela 4. Viabilidade, avaliação qualitativa e quantitativa da produção de lipase, através de 

fermentação submersa, por espécies de Trichosporon preservadas sob óleo mineral na Coleção de 

Culturas Micoteca URM.  

Nº URM Espécie Viabilidade 

Avaliação 

Qualitativa 

 

Atividade de lipase (U/mL) 

 

    Óleo de 

Oliva 

Óleo de 

Mamona 

Óleo de 

Licuri 

572 Trichosporon cutaneum Mrak 

& O.B. Williams 

+ + 9,85 18,80 21,69 

573 Trichosporon cutaneum Mrak 

& O.B. Williams 

- + NR NR NR 

695 Trichosporon cutaneum Mrak 

& O.B. Williams 

+ + 10,69 25,87 23,92 

1002 Trichosporon cutaneum Mrak 

& O.B. Williams 

+ + 14,67 16,01 27,92 

1015 Trichosporon appendicularis 

Batista & Silveira 

+ + 13,63 28,11 23,68 

1018 Trichosporon sericeum 

(Stautz) Diddens & Lodder 

+ + 11,39 19,85 16,06 

1028 Trichosporon figueirae Batista 

& Silveira 

+ + 10,69 16,01 16,36 

1034 Trichosporon capitatum 

Diddens & Lodder 

+ + 10,69 17,26 36,02 

1080 Trichosporon beigelli Kucker 

ex Raben 

+ + 8,80 24,13 17,21 

1099 Trichosporon capitatum 

Diddens & Lodder 

+ + 12,78 20,54 21,04 

1100 Trichosporon fermentans 

Diddens & Lodder 

+ + 14,67 17,26 20,99 

1103 Trichosporon sericeum 

(Stautz) Diddens & Lodder 

+ + 25,22 24,12 15,77 

1282 Trichosporon lodderi Phaff., 

Mrak & Williams 

+ + 12,58 19,50 22,43 
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1291 Trichosporon cutaneum Mrak 

& O.B. Williams 

+ + 15,52 21,04 34,42 

1323 Trichosporon pullulans 

(Lindner) Diddens & Lodder 

+ + 10,69 22,43 30,59 

1404 Trichosporon infestans Moses 

& Viana 

+ + 13,78 17,41 34,72  

1723 Trichosporon cutaneum Mrak 

& O.B. Williams 

+ + 17,41 16,01 15,47 

2235 Trichosporon cutaneum Mrak 

& O.B. Williams 

+ + 9,85 24,67 26,81 

2330 Trichosporon arenicolo 

Marques & Aciloe de Queiroz  

+ + 17,76 20,69 27,86 

2606 Trichosporon cutaneum Mrak 

& O.B. Williams 

+ + 23,63 17,26 15,32 

2872 Trichosporon cutaneum Mrak 

& O.B. Williams 

+ + 11,04 17,26 19,45 

3255 Trichosporon fennicum Sunk 

& Yarrow 

+ + 9,15 21,39 38,35 

3963 Trichosporon cutaneum Mrak 

& O.B. Williams 

- + NR NR NR 

4250 Trichosporon beigelli       

(Kiichenmeister & 

Rabenhorst) Vuillemin 

+ + 12,23 24,47 14,57 

4251 Trichosporon beigelli 

(Kiichenmeister & 

Rabenhorst) Vuillemin 

+ + 9,85 21,39 23,93 

4259 Trichosporon pullulans 

(Lindner) Diddens & Lodder 

+ + 11,39 25,02 38,55 

4437 Trichosporon beigelli 

(Kiichenmeister & 

Rabenhorst) Vuillemin 

+ + 7,76 25,87 33,03 

4440 Trichosporon aquatile 

Hedrick & Dupont 

+ + 12,93 22,93 32,98 

4486 Trichosporon lutetiae Saëz + + 16,51 18,25 19,70 

4488 Trichosporon dulcitum 

(Berkhout) Weijiman 

+ + 11,04 24,32 16,51 

4789 Trichosporon cutaneum Mrak 

& O.B. Williams 

+ + 12,93 21,39 15,42 

4846  Trichosporon cutaneum Mrak 

& O.B. Williams 

+ + 8,95 21,54 35,02 

4914 Trichosporon cutaneum Mrak 

& O.B. Williams 

- + NR NR NR 

4973 Trichosporon cutaneum Mrak 

& O.B. Williams 

+ + 9,45 13,08 38,16 

5003 Trichosporon cutaneum Mrak 

& O.B. Williams 

+ + 9,50 17,61 22,33 

5196 Trichosporon cutaneum Mrak 

& O.B. Williams 

+ + 9,30 18,11 25,22 

5287 Trichosporon cutaneum Mrak 

& O.B. Williams 

+ + 15,02 15,17 26,76 

5743 Trichosporon cutaneum Mrak 

& O.B. Williams 

+ + 9,30 21,54 21,19 

5781 Trichosporon ashaii Akagi ex 

Sugita, A. Nishikawa & 

Shinoda 

+ + 11,39 17,61 20,84 

6076 Trichosporon asteroides 

(Rischin) M. Ota 

+ + 19,50 19,85 18,11 

6077 Trichosporon ovoides 

Behrend 

+ + 10,84 13,08 22,38 

6078 Trichosporon ovoides + + 16,36 14,32 22,24 
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Behrend 

6079 Trichosporon ovoides 

Behrend 

+ + 10,84 22,43 19,30 

6080 Trichosporon ovoides 

Behrend 

+ + 11,54 22,43 18,35 

6248 Trichosporon sporotrichoides 

(Oorschot) Oorschot & de 

Hoog 

+ + 12,23 23,97 25,92 

6290 Trichosporon ovoides 

Behrend 

+ + 22,93 24,12 29,89 

6291 Trichosporon ovoides 

Behrend 

+ + 11,04 20,34 18,25 

6292 Trichosporon ovoides 

Behrend 

+ + 9,15 22,23 24,97 

6293 Trichosporon ovoides 

Behrend 

+ + 19,30 18,10 18,26 

6294 Trichosporon ovoides 

Behrend 

+ + 11,74 17,61 32,78 

6295 Trichosporon cutaneum 

(Beurm., Gougerot & Vaucher 

bis) M. Ota  

+ + 6,56 13,63 23,33 

6296 Trichosporon ovoides 

Behrend 

+ + 10,34 17,76 16,96 

6630 Trichosporon sporotrichoides 
(Oorschot) Oorschot & de 

Hoog  

+ +         32,63         34,03  39,85 

(-) : não viável;  (+) : crescimento;  (NR): não realizado 

3.2. Avaliação qualitativa da produção de lipases por culturas de Trichosporon 

Quanto à avaliação qualitativa da produção de lipases, todas as 50 culturas viáveis 

apresentaram halo ao redor da colônia, nas temperaturas de 28°C e de 37ºC, indicando a capacidade 

de produção de lipases (Figura 1).  

Roveda et al. (2010) estudou 21 isolados fungicos, pertencentes aos gêneros Penicillium, 

Aspergillus, Trichoderma e Fusarium, observou que desses 9 fungos, espécies dos gêneros 

Penicillium e Aspergillus, mostraram os melhores resultados quanto à atividade lipásica em meio 

sólido, utilizando azeite de oliva como fonte de carbono. Wenzel,et al. (2013) avaliou o potencial 

enzimático de 24 fungos endofíticos isolados de soja, Botryotrichum sp  Aspergillus sp. Nigrospora 

sp. Bipolaris sp. Acrospeira sp. Phomopsis sp. Scopulariopsis sp. Mucor sp. Alternaria sp. 

Leptosphaerulina sp.  Penicillium sp. Trichothecium sp. Papulaspora sp. Fusarium sp., para a 

produção de lipase em meio sólido, nenhum dos isolados apresentaram atividade lipolítica. 
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Todas as culturas que apresentaram atividade de lipase em meio sólido foram selecionadas 

para avaliação quantitativa da produção de lipases, utilizando três substratos como fonte de carbono 

(Tabela 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Halo de degradação de lipídio 

(Tween 20) ao redor da colônia, indicando 

capacidade de produção de lipases por 

Trichosporon sporotrichoides URM 6630. 

 

3.3. Avaliação quantitativa da produção de lipases por culturas de Trichosporon 

Todas as 50 culturas testadas produziram lipases através de fermentação submersa, 

utilizando três diferentes substratos: óleos de oliva (Olea europaea L.), mamona (Ricinus 

communis. L.) e licuri (Syagrus coronata (Mart.) Becc.). Quando o substrato lipídico foi o óleo de 

oliva, as atividades variaram entre 7,76 (URM 4437) e 32,63 (URM6630) U/mL. Quando óleo de 

mamona foi utilizado como substrato, a máxima produção de lipase foi observada por Trichosporon 

sporotrichoides URM 6630 com 34,03 U/mL, e a menor produção foi por Trichosporon cutaneum 

URM 4973, com 13,08 U/mL. Porém, o óleo de licuri apresentou-se como melhor indutor da 

produção de lipases pelas culturas testadas. A mínima atividade observada foi de 15,32 U/mL por 

Trichosporon cutaneum URM 2606. Como melhor produtor de lipases, Trichosporon 

sporotrichoides URM 6630 foi selecionado para estudos de otimização da produção enzimática, 
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utilizando óleo de licuri como substrato com a maior atividade lipolítica (39,85 U/mL) dentre todos 

os substratos e microorganismos testados. A capacidade da produção de lipases por leveduras, vêm 

sendo amplamente reconhecida pela literatura. Ciafardini et. al., (2006) testaram Saccharomyces 

cerevisiae 1525 e Williopsis californica 1639 para a produção de lipases e ambas as leveduras 

demonstraram uma boa produção desta enzima.  

 Coton et al. (2006) avaliaram a produção de lipases, através de 137 isolados de leveduras, 

utilizando óleo de oliva como substrato. Das 137 culturas, 11 produziram a enzima, com destaque 

para Pichia anomala, Candida boidinii e Debaryomyces etchellsii. No presente estudo, das 50 

culturas de Trichosporon testadas, todas produziram lipases, sendo 39,85 U/mL a máxima atividade 

obtida por Trichosporon sporotrichoides URM6630. 

Dalmau et al., (2000), avaliando a produção de lipases por Candida rugosa, utilizaram 

diferentes fontes de carbono e verificaram que os maiores rendimentos de enzima foram obtidos 

com lípidios e ácidos graxos como fonte de carbono. No presente estudo os autores verificaram uma 

baixa produção de lipase com os substratos testados. O Tween 80 estimulou a produção de lipase e 

secreção no exterior da célula de 0,4 U/mL e o ácido palmítico de 5,3 U/mL, bem abaixo dos 

resultados aqui obtidos com T sporotrichoides URM6630 utilizando óleo de licuri como substrato. 

Avaliando 199 isolados de leveduras principalmente dos gêneros Candida, Pichia e 

Saccharomyces, Batista-Gallego et al. (2011), observaram altos níveis de β-glucosidase e esterase. 

De acordo com autores, para a espécie Wickerhamomyces anomalus, que obteve os melhores 

resultados, foi observada uma elevada atividade para esterase e β-glucosidase, mas moderada para a 

lipase.  

O potencial de linhagens pertencentes ao gênero Trichosporon para a produção de lipases, 

tem sido relatada na literatura (Santos et al, 2007; Zhang & Liu, 2010). Este potencial deve-se a sua 

alta especificidade por acilgliceróis contendo ácidos graxos de cadeia longa com dupla ligação na 

posição 9 (Sugihara et al., 1994).  Macêdo et al. (1997) testaram a produção de lipases por 
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Trichosporon sp. sob fermentação submersa em meio composto por farinha de soja e trigo em pó 

como fontes de carbono. Os autores observaram baixos níveis de atividade total 6,22 U/mL. No 

presente estudo, utilizando óleo de mamona (Ricinus communis. L.) e sob o mesmo processo 

fermentativo, T. sporotrichoides URM 6630 mostrou-se mais promissor ao produzir 39,85 U/mL, 

no screening inicial.  Desta forma o T. sporotrichoides URM 6630 foi selecionado para otimização 

e caracterização enzimática e para esta espécie é o primeiro relato da produção de lipases. 

 

3.4. Otimização da produção de lipases por Trichosporon sporotrichoides URM 6630  

3.4.1. Design Plackett-Burman (PB)  

3.4.1.1 Análise estatística dos componentes do meio para a produção de lipases no planejamento PB 

O uso de modelos estatísticos para otimizar o meio, os  componentes do meio de cultura e 

outras condições de cultivo, aumentou na biotecnologia moderna devido à sua propensão e 

relevância. No presente estudo, os componentes de cultura necessários para a produção de lipases 

foram selecionados usando o projeto PB. Com base no design PB, cada componente foi examinado 

em dois níveis: "-1" para baixo e nível '+1' para cima, testados em 11 variáveis, obtendo um 

conjunto de 12 ensaios experimentais (ver tabela 1 e 2 na seção materiais e métodos).  Os resultados 

de atividade para estes 12 ensaios estão apresentados na figura 2. 
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Após obtenção dos resultados de atividade enzimática e utilizando o pacote de software 

estatístico, foi possível a identificação e seleção das variáveis mais significativas.  A Figura 3 

apresenta os efeitos individuais para a produção das lipases, e os dados evidenciam que das 11 

variáveis utilizadas para a fermentação, as variáveis tempo de incubação, pH, tamanho do inóculo, 

concentração de extrato de levedura, cloreto de sódio, sulfato de amônio, não foram estatisticamente 

significativas para a produção das lipases. As variáveis concentração de óleo licuri e rotação 

influenciaram significativamente a produção enzimática de forma negativa. As variáveis 

temperatura, cloreto de cálcio (CaCl2) e fosfato de potássio monobásico (KH2PO4) influenciaram de 

forma positiva a produção lipolítica.      

 

Figura 2. Gráfico de atividade enzimática para os 12 ensaios do planejamento Plackett-

Burman (PB)  .   
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Na avaliação estatística do efeito das condições de temperatura e concentrações de óleo e de KH2PO4 na 

atividade lipolítica, através da observação do gráfico de Pareto (Figura 4) verificou-se o efeito principal ou 

de primeira ordem e das interações entre as variáveis (efeito de segunda ordem) sobre as variáveis 

respostas, em ordem de magnitude. O comprimento das barras é proporcional ao efeito padronizado 

da variável. A linha vertical pode ser usada para julgar os efeitos estatisticamente significativos, 

pois as barras que se estendem através desta linha correspondem aos níveis de significância de 95%. 

Observou-se que, os efeitos significativos das variáveis estudadas, assim como as interações 

entre estas, a variável temperatura (1) apresentou o maior efeito positivo (95%) sobre a atividade 

lipolítica, isto é, aumentando a temperatura de incubação do meio de cultivo favoreceu o aumento 

da atividade enzimática. A concentração do óleo de licuri apresentou efeito negativo, com nível de 

confiança de 95%. A relação entre a temperatura e a concentração de KH2PO4, (1x3) interagiram de 

forma positiva. A interação entre a temperatura e a concentração de óleo de licuri, (1x2) interagiram de 

forma negativa e as interações das demais variáveis em estudo não foram significativas.  

 

Figura 3. Gráfico dos efeitos individuais para a produção das lipases em fermentação 

submersa por T. sporotrichoides URM6630 (A, Tempo de incubação; B, pH; C, 

Temperatura; D, Rotação; E, Tamanho do inoculo; F, óleo; G, Extrato de levedura; H, 

Cloreto de sódio; I, Cloreto de cálcio; J, Sulfato de amônio; L, fosfato de potássio. 
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Durante todas as análises foi observado um padrão similar dos efeitos das variáveis, mesmo 

em tempos de fermentação diferentes. Observou-se na Figura 4 que a temperatura foi o parâmetro 

mais significativo para a produção de lipases por T. sporotrichoides URM 6630. O efeito da 

concentração do óleo de licuri foi significativo e negativo, ou seja, uma pequena concentração do 

indutor (0,5%) favoreceu a produção de lipases pelo micro-organismo em estudo. A adição do 

extrato de levedura ao meio não foi significativa para a produção enzimática por T. sporotrichoides 

URM 6630, sendo um nutriente de maior custo. Portanto, em caso de produção industrial, a 

ausência deste no meio minimizará os custos da produção. 

Utilizando planejamento PB como ferramenta estatistica, Gopinath et al. (2003) otimizaram 

a produção de lipases por Geotrichum candidum. Os autores observaram sete variáveis que 

influenciaram (tempo de incubação, pH, temperatura, galacose, sulfato de amônio, nitrato de sódio e 

Tween-80) a produção de lipases pela linhagem analisada.  

Visando otimizar ainda mais a produção de lipases por Trichosporon sporotrichoides URM 

6630, as condições aplicadas no ensaio 3 do planejamento PB foram selecionadas para serem 

utilizadas na Metodologia de Superfície de Resposta (MSR). Neste ensaio, o micro-organismo 

produziu 69,65 U/mL de lipases. 

Figura 4. Gráfico de Pareto mostrando os efeitos principais das variáveis para a produção das 

lipases baseados nos resultados experimentais Plackett-Burman (PB).   
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3.4.2. Otimização das variáveis significantes usando Metodologia de superfície de resposta  

A metodologia de superfície de resposta (MSR) é aplicada em experimentos industriais para 

encontrar condições ótimas para fatores de delineamento. É atualmente, o mais difundido conjunto 

de técnicas para otimizar, sendo composta de duas etapas: modelagem e deslocamento (Basheer et 

al., 2011). A MSR foi adotada através da seleção das variáveis significativas: temperatura, óleo de 

licuri e KH2PO4. Na Tabela 5 estão descritos os valores da atividade lipásica (U/mL) obtidos no 

experimento da MSR, evidenciando que as melhores condições para a produção da lipase por 

fermentação submersa por T. sporotrichoides URM 6630 encontra-se no ensaio 12 composto: óleo 

de licuri (0,75% v/v), KH2PO4 (1% p/v) e incubados em 34ºC. Neste ensaio a atividade de lipase 

experimental foi de 104,07 U/mL, resultado aproximadamente cinco vezes maior que os 

encontrados por Salihu et al. (2011) que trabalharam com a levedura Candida cylindracea 

utilizaram Tween-80 como fonte de carbono e obtiveram uma atividade lipásica de 20,26 U/mL 

após a aplicação da Metodologia de Superfície de Resposta.  

Basheer et al. (2011) avaliaram a produção de lipases por linhagem de Aspergillus awamori  

utilizando óleo de arroz como substrato. Os autores obtiveram máxima produção das enzimas com 

(2% v/v) de óleo e 0,05 de KH2PO4. No presente estudo, a concentração do óleo de licuri 

influenciou negativamente a produção das lipases. Enquanto que o acréscimo do KH2PO4 no meio 

promoveu o aumento da atividade da enzima e sua interação com o óleo de licuri diminuíram a 

atividade das lipases 

Pinheiro et al (2008) produziram lipases por Penicillium verrucosum em fermentação 

submersa utilizando o mesmo modelo experimental e um meio acrescido de peptona 0,5%, extrato 

de levedura 0,5%, NaCl 0,5% e azeite de oliva obtiveram, após 96 horas,  atividade de 3,15 U/mL.   

Puthli et al. (2006), que avaliaram a produção de lipases por Candida rugosa, obtendo-se uma 

atividade máxima de 1,84 U/mL após um período de 66 horas de fermentação. Santos et al, 2007 
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trabalhando com Trichosporon spp conseguiram uma produção de lipase de 7,3 U/mL após 72 

horas de cultivo.  Todos esses resultados estão bem abaixo dos encontrados no ensaio aqui com o 

Trichosporon sporotrichoides URM 6630. 

 

Tabela 5. Desenho experimental e resultados da Metodologia de Superfície de Resposta (MSR) 

 

 

 
                  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A análise de variância indicou que o modelo estabelecido foi significativo (P = 0,28).  Na 

maioria dos estudos a análise ANOVA geralmente mostra um resultado significativo originando um 

modelo experimental quadrático (Gopinath et al., 2003; Singh and Satyanarayana, 2008;  Salihu et 

al., 2011). A análise ANOVA para a produção da lipase neste estudo, mostrou que só o modelo 

matemático linear foi significativo, obtendo uma equação polinomial de primeira ordem (Tabela 6). 

Tabela 6. Análise de variância da ANOVA da produção de lipases por T. sporotrichoides utilizando 

óleo de licuri como fonte de carbono 

           

 SS df MS F P 

(1)Temperatura(L) 12,9671 1 12,96713 3,56265 0,117738 

(2)Óleo    (L) 1,5396 1 1,53964 0,42301 0,544137 

(3)KH2PO4(L) 49,0337 1 49,03369 13,47174 0,014438 

Lackof Fit 108,1235 11 9,82941 2,70058 0,141333 

PureError 18,1987 5 3,63974   

Ensaios Temperatura Òleo KH2PO4 Atividade lipolítica U/mL 

Experimental Esperada 
 

1 1 1 1 74,22 88,80 

2 1 1 -1 50,04 58,00 

3 -1 -1 1 49,20 63,38 

4 1 -1 -1 64,22 65,02 

5 0 0 0 68,15 71,73 

6 0 0 0 14,92 71,73 

7 0 0 0 14,05 71,73 

8 0 -α 0 74,22 68,00 

9 0 0 -α 47,61 47,36 

10 1 -1 1 69,05 84,87 

11 -α 0 0 77,96 62,28 

12 0 0 +α 104,07 82,18 

13 0 0 0 73,72 71,73 

14 0 0 0 14,57 71,73 

15 -1 1 -1 55,22 61,59 

16 -1 -1 -1 51,79 59,35 

17 +α 0 0 88,75 80,19 

18 0 +α 0 88,20 74,17 

19 -1 1 1 55,22 76,56 

20 0 0 0 73,72 71,73 

Atividade enzimática ± padrão de derivação 
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Total SS 189,8627 19       

      

 

As Figuras 5a, b e c, apresentam os gráficos de projeção da superfície de resposta em função 

dos fatores experimentais: óleo de licuri e K2HPO4, temperatura e K2HPO4, e óleo de licuri e 

temperatura. Pode-se verificar que as melhores condições para a produção das lipases em 

fermentação submersa por Trichosporon sporotrichoides URM 6630 apresentaram-se durante a 

relação entre a concentração de KH2PO4 e a concentração de licuri, que interagiram de forma 

positiva. 

 

 

(a) 

(b) 
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Basheer et al. (2011) trabalhando com a MSR verificaram que das variáveis testadas, o 

tempo de incubação e temperatura foram as mais significativas. Tais resultados diferem dos obtidos 

no presente estudo, no qual apenas a interação entre a concentração de KH2PO4 e a concentração do 

óleo de licuri foi significativa. Gopinath  et al. (2003) trabalharam com Geotrichum candidum e 

otimizaram a produção das lipases usando a MSR. Os autores obtiveram atividade máxima de 

lipases de 87.7 U/mL, entretanto com substrato mais complexo com galactose (1,25% p/v), fonte de 

nitrogênio (2% p/v), Tween-80 (1% v/v), temperatura de 30 ºC e elevado tempo de incubação (144 

horas).  

 

3.5. Caracterização enzimática parcial 

 

3.5.1. Efeito ao pH  

As avaliações dos efeitos de pH, temperatura e outras variáveis sobre a atividade enzimática 

são fundamentais para uma futura transposição de escala industrial em biotecnologia. Em nossos 

ensaios, o efeito do pH na atividade lipolítica apresentou ótima atividade em pH 10.0 (figura 6a). 

Singh et al., (2009), encontraram para Geotrichum candidum melhor atividade em pH 5.4.  Os 

(c) 

Figura 5. Gráficos de projeção da superfície de resposta em função dos fatores experimentais para a 

produção de lipases por T. sporotrichoides URM6630 (a) óleo de licuri e K2HPO4, (b) temperatura e 

K2HPO4, e (c) óleo de licuri e temperatura.  
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valores de pH estudados para a definição do pH ótimo, estão de acordo com os dados obtidos na 

literatura numa faixa de 2,0 a 10,0 (Martins, 2001; Mahadik et al., 2002; Pastore et al., 2003). 

Pinheiro et al. (2006), obteve pH ótimo de 7,0 para lipases produzidas em fermentação 

submersa de Penicillium verrucosum. Os estudos de Kumari et al (2012) e   Yu et al (2007) 

trabalhando com a levedura Yarrowia lipolytica  conseguiram atividade ótima com os valores de pH 

7.0 e 8.0, respectivamente. Ciafardini et al (2006) produziram lipases utilizando amostras de 

Williopsis californica 1639 e Saccharomyces cerevisiae  1525 obtendo valor de pH ótimo de 6.0 e 

7.5.  Estes dados reforçam que as características das enzimas microbianas variam de acordo com a 

enzima em estudo, linhagem produtora, bem como com as condições de fermentação (autor).  

 

 

 

3.5.2. Efeito à temperatura  

 

Pôde-se verificar que o efeito da temperatura na atividade de lipases de Trichosporon 

sporotrichoides URM 6630 é maior a 40ºC (figura 6b). A mesma temperatura ótima foi observada 

por Singh et al. (2009), ao caracterizar lipases produzidas por G. candidum, Kumari et al, 2012 com 

lipase produzida por Yarrowia lipolytica, Yu et al, 2007, Yarrowia lipolytica. Pinheiro e 

colaboradores em seus estudos para a produção de lipases verificaram que as melhores temperaturas 

para uma elevada atividade lipolítica foi no intervalo entre 30 a 40 ° C.  Contudo no trabalho de 

Ciafardini e colaboradores, 2006 que utilizaram as leveduras Williopsis californica 1639 

e Saccharomyces cerevisiae  1525 para produzir lipases, a temperatura para uma maior produção da 

enzima foi de 20 °C e 30 °C respectivamente.  Dimitrijevic, e colaboradores 2012, trabalhando 

com a levedura Candida antarctica obtiveram  60ºC como temperatura ótima para a enzima. 

Santos et al, 2007 trabalharam com o mesmo Gênero desse estudo  Trichosporon spp  e 

obtiveram temperatura ótima  para a atividade lipolítica entre 45-50ºC. O que reforça os dados da 

literatura de que fatores como a origem e linhagem microbiana podem interferir diretamente nas 
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propriedades cinéticas e de estabilidade das enzimas. Além de tais fatores, as condições do ensaio, 

tempo de incubação, pH, temperatura, metodologia e o substrato utilizado também são importantes 

determinantes das características enzimáticas (Lopez et al., 2012; Carvalho et al., 2005). 

 

 

                                        

                               Figura 6.   Efeitos de pH e temperatura sobre a atividade enzimática  

                                                (condições e composição do meio definidas após MSR). 

 

 

3.5.3. Efeito de íons metálicos, inibidores e solventes sobre atividade lipase 

 

 A enzima teve sua atividade ativada por sulfato de cobre, cloreto de cálcio, cloreto de 

cobalto, sulfato de zinco e sulfato de manganês. A lipase foi inibida por pepstatina. O isopropanol e 

o DMSO não alteraram a atividade da enzima. O EDTA inibiu consideravelmente a lipase, o que 

indica que a enzima é uma metaloprotease.  Kumari e Gupta (2012), trabalhando com a levedura 
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Yarrowia lipolytica, suas atividades lipasicas foram ativadas por Ca
2
 e inibidas por Fe

2
, Cd

2
 e Ni

2
. 

O Mg
2
 não afetou a atividade enzimática. A inibição por PMSF indicou que as lipases são serina 

hidrolases. 

Yu et al. (2007), Yarrowia lipolytica Obtiveram que com acetona, metanol, etanol, 

isopropanol, DMSO a lipase reteve atividade quase 90% e a atividade de lipase foi ligeiramente 

aumentado por Ca
2 + 

e Mg
2 +. 

A atividade da lipase foi inibida por Zn
2 +

 e Ni
2 +

 e totalmente inibida 

por Cu
2 +

, mas não foi afetada pelo agente quelante EDTA, sugerindo que este não é uma lipase 

metaloenzima. A adição de 0,1% de Tween 80 e Span 65 aumentou ligeiramente a atividade da 

enzima, depois de 0,5 horas a 30 ° C; Triton X-100, Span 85, DTT e β-mercaptoetanol não afectam 

a actividade de lipase; mas SDS 1 mM teve um forte efeito inibitório na atividade da lipase.   

Dimitrijevic, et al 2012, trabalharam com outro gênero de levedura, a Candida antarctica 

verificando o efeito de diversos íons (Na
+
; K

+
;  NH4

+
; Zn

2+
; Ca

2+
;  Mg

2+
;  Cu

2+
; Mn

2+
 e Fe

2+
) e 

detergente na atividade enzimática. Neste estudo os autores observaram o efeito desestabilizador do 

cálcio. Em concentrações baixas (0,1%), a lipase não foi afetada por Triton X-100, Triton 1339, 

Tween 20 e Tween 80. Em concentrações mais elevadas, a atividade foi inibida, exceto no caso de 

Triton X-100. Nenhum dos detergentes testados atuou como ativador da lipase. 

 

 

4. Conclusão 

Trichosporon sporotrichoides URM 6630, Trata-se do primeiro relato de produção de 

lipases por uma linhagem desta espécie, bem como da utilização de óleo de licuri (Syagrus coronata 

(Mart.) Becc) como substrato. Este micro-organismo torna-se bastante promissor para a produção 

de lipases, por produzir altos níveis destas enzimas, em temperatura moderada, utilizando substrato 

de baixo custo, um meio de cultura simples para a produção, minimizando assim os custos da 

produção. 
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