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APRESENTAÇÃO

Com grande entusiasmo apresentamos o primeiro volume da coleção “A Produção 
do Conhecimento nas Ciências da Saúde”. Um trabalho relevante e sólido na área da 
saúde composto por atividades de pesquisa desenvolvidas em diversas regiões do 
Brasil. 

Tendo em vista a importância dos estudos à nível microbiológico, para o avanço 
do conhecimento nas ciências da saúde, reunimos neste volume informações 
inéditas apresentadas sob forma de trabalhos científicos que transitam na interface 
da importância da microbiologia à nível clínico, patológico, social, ergonômico e 
epidemiológico.

Com enfoque direcionado às análises, avaliações, caracterização e determinantes 
ambientais, parasitológicos e econômicos, a obra apresenta dados substanciais de 
informações que ampliarão o conhecimento do leitor e que contribuirão com a formação 
e possíveis avanços nos estudos correlacionados às temáticas abordadas.

O interesse cada vez maior em conhecer e investigar no ambiente novos focos 
parasitários tem como base transformações provocadas por mudanças econômicas ou 
sociais, urbanização crescente, tratamentos e descartes inadequados de antibióticos, 
que  propiciam aparecimento de novos focos. Assim, dados obtidos em diferentes 
locais sobre diferentes condições ambientais ou de desenvolvimento microbiano/
parasitário são relevantes para atualização do conhecimento sobre mecanismos de 
ação do agente patológico assim como diagnóstico e tratamento eficaz. 

Uma vez que a interdisciplinaridade tem sido palavra chave nas ciências da 
saúde observaremos aqui um fio condutor entre cada capítulo que ampliará nossos 
horizontes e fomentará propostas de novos trabalhos científicos.

Assim, o conteúdo de todos os volumes é significante não apenas pela teoria 
bem fundamentada aliada à resultados promissores, mas também pela capacidade de 
professores, acadêmicos, pesquisadores, cientistas e da Atena Editora em produzir 
conhecimento em saúde nas condições ainda inconstantes do contexto brasileiro. 
Desejamos que este contexto possa ser transformado a cada dia, e o trabalho aqui 
presente pode ser um agente transformador por gerar conhecimento em uma área 
fundamental do desenvolvimento como a saúde.

Dr. Benedito Rodrigues da Silva Neto
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PRODUÇÃO DE LIPASE POR Yarrowia lipolytica PARA 
APLICAÇÃO NA INDÚSTRIA DE ALIMENTOS
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RESUMO: A produção de lipase utilizando micro-
organismos é um processo biotecnológico bem 
estabelecido sendo comumente realizada pelo 
processo fermentativo submerso. Entre muitas 
aplicações, as lipases microbianas podem 
ser utilizadas como aditivos em alimentos 

para modificar e realçar as propriedades 
organolépticas, e têm sido utilizadas na indústria 
queijeira a fim de conferir melhoramento 
no sabor e odor de produtos lácteos. Outra 
questão de igual importância é a preocupação 
com o despejo inadequado de óleo de fritura 
residual nas redes de esgoto gerando prejuízos 
ambientais e socioeconômicos. Desta forma, 
este estudo também visa o uso adequado do 
óleo de fritura residual de uma rede de fast 
food, sendo utilizado como indutor no meio de 
cultivo para a produção de lipase. Sendo assim, 
nesse trabalho foi produzida lipase extracelular 
por Yarrowia lipolytica com pico de atividade 
enzimática em 24h (3039,4 U/L), para futura 
aplicação em produtos alimentícios.
PALAVRAS-CHAVE: lipase extracelular; 
Yarrowia lipolytica; óleo de fritura residual; 
atividade enzimática.

ABSTRACT: Lipase’s production using 
microorganisms is a well established 
biotechnological process being commonly 
performed by the submerged fermentative 
process. Among many applications, microbial 
lipases can be used as food additives to modify 
and enhance organoleptic properties, and have 
been used in the cheese industry to confer 
improvement on the taste and odor of dairy 
products. Another issue of equal importance 
is the concern with the inadequate disposal of 
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residual frying oil in the sewerage system generating environmental and socioeconomic 
losses. Thus, this study also aims at the proper use of the residual frying oil of a fast 
food chain, being used as an inducer in the culture medium for the production of lipase. 
Thus, in this work, extracellular lipase was produced by Yarrowia lipolytica with a peak 
of enzymatic activity in 24h (3039.4 U / L), for future application in food products.
KEYWORDS: extracelular lipase; Yarrowia lipolytica; residual frying oil; enzimatic 
activity. 

1 | 	INTRODUÇÃO

Micro-organismos, como fungos e bactérias, têm apresentado um grande 
potencial de produção de lipase (TREICHEL et al., 2010), que são hidrolases que 
catalisam a conversão de triacilgliceróis a ácidos graxos livres e glicerol. Além disso, 
possuem significante potencial biotecnológico como catalisadores em reações de 
síntese orgânica em meio não aquoso utilizando processos simplificados com altos 
rendimentos (MESSIAS et al., 2011).

A espécie de levedura Yarrowia lipolytica, tem recebido grande destaque devido 
ao seu desempenho em processos fermentativos, sendo capaz de degradar substratos 
hidrofóbicos de uma forma muito eficiente, além de secretar proteínas de interesse 
industrial (RUIZ-HERRERA & SENTRANDEU, 2002, COELHO et al., 2010). 

As lipases extracelulares já são extensivamente utilizadas industrialmente. Os 
ácidos graxos livres podem ser obtidos através da hidrólise enzimática parcial ou 
seletiva de óleos e gorduras conferindo sabor e aroma peculiares aos alimentos de 
acordo com o tamanho da cadeia carbônica e grau de insaturação. As lipases também 
têm sido empregadas na obtenção de ácidos graxos essenciais como o ácido linoléico 
e o ácido α-linolênico, (MALCATA et al., 1990; CARVALHO et al., 2003).

Sendo assim, o objetivo deste estudo é produzir lipase extracelular utilizando 
a levedura Yarrowia lipolytica em cultivo contendo uma emulsão de óleo de fritura 
residual de uma rede de fast food, para futura aplicação em produtos alimentícios.

2 | 	MATERIAL E MÉTODOS

Materiais – O óleo de fritura utilizado foi gentilmente cedido pela empresa Brazil 
Fast Food Corporation. Esse óleo é originário de óleo de algodão, sendo utilizado para 
fritar batatas na rede de fast food Bob´s.

Micro-organismo - A levedura empregada foi a cepa selvagem de Yarrowia 
lipolytica (IMUFRJ 50682) selecionada de um estuário da Baía de Guanabara no 
Rio de Janeiro, Brasil (HAGLER e MENDONÇA-HAGLER, 1981). As células foram 
conservadas a 4°C após 24 horas de crescimento em tubos de ensaio com meio YPD 
(Yeast Extract, Peptone, Dextrose) contendo (em p/v): extrato de lêvedo 1%, peptona 
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2%, glicose 2% e Agar-agar 2% (AMARAL, 2007). 
Produção de lipase – A partir dos tubos de ensaio com YPD contendo as células 

de Yarrowia lipolyca inoculou-se, de forma estéril com uma alça de platina, 200 mL 
de meio de cultivo YPD em erlenmeyers de 500 mL. Após cerca de 70 horas em um 
incubador rotatório a 29°C, 160 rpm, a absorvância (570 nm) de uma amostra deste 
cultivo foi determinada e, em seguida as células foram centrifugadas a 3.000 g por 10 
minutos e ressuspensas em 1 mL de meio de cultivo servindo de inóculo.

Durante o período de cultivo foram coletadas 8 alíquotas correspondentes ao 
tempo de 0, 6, 12, 18, 24, 30 e 48 horas para medição do pH em pHmetro Digimed 
(DM-32) e determinação da atividade enzimática. 

Emulsão de óleo de fritura residual e Meio de cultivo – Os componentes 
oleosos foram adicionados ao meio de cultivo através de uma emulsão a 20% contendo 
5mL de óleo de fritura residual; 20 mL de água destilada estéril e 125 µL de antifloam. 
Esta emulsão foi submetida à vórtex por 10 segundos e sonicada por 60 segundos a 
80% de potência acústica, em sonicador com potência nominal máxima de 130 W. Em 
seguida foram adicionados 10 mL da emulsão ao meio de cultura. O meio de cultivo 
foi constituído por peptona 6,4 g/L; extrato de lêvedo 10g/L, acrescido da emulsão 
(NUNES, 2015).

As células de Y. lipolytica foram incubadas em erlenmeyers de 1L contendo 
400mL de meio de cultivo, em agitador rotatório a 250 rpm, 28°C e sua cinética de 
produção de lipase foi acompanhada durante 48 h.

Atividade Enzimática Pelo Método Espectrofotométrico – Para a 
determinação da atividade hidrolítica foi realizada a variação de absorbância a 410 nm 
em espectrofotômetro (Shimadzu modelo UV-1800) devido à oxidação do p-nitrofenil 
laurato (p-NFL). O substrato (p-NFL) foi preparado solubilizando 0,018g deste em 1 
mL de Dimetilsulfóxido (DMSO) e, em seguida, diluído em 100 mL de tampão fosfato 
de potássio (50mM) pH 7,0. Para determinação da atividade enzimática tubos de 
ensaio contendo 1,90 mL do substrato foram previamente aclimatados a 37ºC por, 
aproximadamente, 15 minutos. Após esse tempo, adicionou-se 0,10 mL da fração 
enzimática a ser analisada e a absorbância foi acompanhada em espectrofotômetro 
de 410 nm contra o branco da reação (1,90 mL do substrato e 0,10 mL do tampão), por 
100 segundos (AMARAL, 2007).

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO

O cultivo de Y. lipolytica foi realizado utilizando como indutor o óleo de fritura 
residual de uma rede de fast food, não sendo observado efeito de inibição de 
crescimento (Figura 1). A curva de crescimento para a produção de lipase por Y. 
lipolytica apresentou um crescimento diáuxico (19 a 24 h), sendo, provavelmente 
decorrente da assimilação de forma ordenada dos produtos da hidrólise do óleo de 
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fritura (glicerol e ácidos graxos). Na segunda fase exponencial ocorreu o aumento da 
atividade lipásica (Figura 2) que deve estar relacionada à presença dos ácidos graxos 
decorrentes da assimilação do óleo de fritura (Figuras 1 e 2).

Ao longo das 48 h de cultivo de Y. lipolytica foi possível observar o aumento do pH 
(6,55 - 8,32), principalmente após a segunda fase exponencial. Isto pode ter ocorrido 
principalmente devido à formação de amônia decorrente da degradação da peptona 
por hidrolases tornando o meio mais básico. A atividade lipásica máxima ocorreu em 
pH em torno de 7,5 favorecendo, o melhor desempenho para uma faixa de pH próxima 
a neutralidade.

Figura 1. Perfil de crescimento de Yarrowia lipolytica para produção de lipase e pH.

A atividade lipásica máxima foi observada no tempo de 24 h (3039,4 U/L) durante 
a fase estacionária do crescimento conforme observado no estudo de Amaral (2007), 
que utilizou como fonte de carbono o azeite de oliva. Em torno de 30 h a atividade 
enzimática decresceu chegando ao valor de 1093,9 U/L coincidindo com o início da 
segunda fase exponencial (figura 2).

Figura 2. Cinética de produção de lipase extracelular durante o cultivo de Y. lipolytica em óleo 
de fritura residual.



A Produção do Conhecimento nas Ciências da Saúde Capítulo 23 229

4 | 	CONCLUSÕES

Através do presente estudo foi possível utilizar um óleo de fritura residual 
como indutor na produção de lipase extracelular de Y. lipolytica avaliando o perfil de 
crescimento da levedura sem efeito de inibição. O pico de atividade enzimática máxima 
foi observado em 24 h. 
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