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RESUMO GERAL  

Espécies de Aspergillus vem sendo objeto de estudos devido à capacidade de produzir lipases, 

aumentando sua aplicabilidade em escala industrial. A grande demanda industrial por novas fontes 

de lipases com diferentes características tem estimulado a procura de novas cepas de micro-

organismos lipolíticos, principalmente de fungos, ou a busca de novas fontes de carbono com o 

interesse em otimizar a produção de lipases utilizando substrato de baixo valor comercial. Os 

objetivos deste trabalho foram detectar e produzir lipases utilizando como substratos resíduo de 

licuri por culturas de Aspergillus mantidas na Micoteca URM; selecionar o melhor produtor, 

verificar as melhores condições de produção da enzima e determinar o efeito e a estabilidade das 

lipases ao pH e a temperatura. Foram realizadas a reativação e autenticação das culturas através das 

características morfofisiológicas. A detecção da atividade lipásica foi realizada utilizando Tween 20 

como substrato. Na fermentação em estado sólido utilizou-se resíduo de licuri como fonte de 

carbono. Para determinação das melhores condições de produção foi realizado planejamento fatorial 

completo (2
4
) com as variáveis temperatura, pH, teor de umidade e concentração de indutor. A 

enzima foi caracterizada parcialmente quanto ao pH e temperatura ótimos e estabilidade ao pH e à 

temperatura. Das 18 culturas preservadas sob óleo mineral, no período de 5 anos, todas 

permaneceram viáveis e foram autenticadas. Na seleção do produtor de lipases nenhuma cultura foi 

capaz de apresentar halo de degradação, entretanto em fermentação em estado sólido utilizando 

farelo de licuri todas as culturas produziram lipases com atividades que variaram de 74,33 a 197,44 

U/gss. A. candidus URM 5611 apresentou um bom desempenho com atividade lipolítica de 197,44 

U/gss, após 48 horas de fermentação, sendo selecionado para a produção e caracterização parcial da 

enzima. Após a produção da enzima em diferentes condições, atividade máxima de lipases foi de 

121,856 U/gss em 48 h de fermentação nas condições: 75% de umidade, pH 5,5, 0% de indutor a 

25ºC. A lipase apresentou atividade ótima em pH 2,5 a 65°C e estabilidade na faixa de pH 2,5 a 9,0 

de 30 a 80°C. Culturas de Aspergillus preservadas sob óleo mineral em coleções de culturas são 

capazes de manter as características morfofisiológicas. A. candidus é uma espécie promissora para 

produção de lipases com perspectiva de aplicação em escala industrial. O uso de resíduo 

agroindustrial para obtenção de lipases torna-se uma ferramenta para o desenvolvimento de 

tecnologias limpas, convertendo o resíduo em questão em um produto de maior valor agregado. 

 

Palavras-chave: Aspergillus, fermentação em estado sólido, lipases, resíduo agroindustrial. 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT  

Aspergillus species has been studied because their ability to produce lipases, increasing its 

applicability on an industrial scale. Due to the high industrial demand for new sources of lipases 

with different characteristics, the search for new strains of lipolytic micro-organisms, especially 

fungi, and the looking for new sources of carbon with interest in optimize the production of  lipases 

with substrate-reduced commercial has been stimulated. The objectives of this study were to detect 

and produce lipases as substrates from licuri residue in Aspergillus crops maintained at URM 

Culture Collection; select the best producer, check out the best conditions for enzyme production 

and determine the effect and stability of lipases against pH and temperature. The reactivation and 

authentication of cultures were made through the physical and physiological characteristics. Lipases 

detection was performed using Tween 20 as substrate. The solid state fermentation used bran licuri 

as carbon sources according to standardized methodology. To determine the best conditions of 

production was made a complete factorial design (2
4
) with the parameters of temperature, pH, 

moisture content and concentration of inducer. The enzyme was partially characterized by the 

parameters of effect and stability to pH and temperature. Of the 18 cultures preserved under mineral 

oil to 5 years, 14 remained viable and were authenticated confirming the species deposited. In the 

detection test, no culture of was able to present halo of degradation, however in submerged 

fermentation with olive oil and castor oil, all cultures produced lipases which ranged from 74,33 to 

197,44 U/gss. A. candidus URM5611 had a good performance on lipolytic activity of 197,44 U/gss 

in bran licuri, after 48 hours of fermentation, being selected for characterization of the enzyme. The 

maximum activity of  lipase was 121.856 U/gss in 48h of fermentation conditions: 75% moisture, 

pH 5.5, 0% inductor at 25°C. The lipases showed optimal activity at pH 5.4 at 70°C and stability in 

the pH range of 2.5 and 9.0 at 30 and 80°C. Aspergillus cultures stored under mineral oil in culture 

collections for long periods are able to maintain the physical and physiological characteristics and 

the ability to produce lipases, especially A. candidus, becoming a promising species with potential 

for application in industrial scale.  

 

Keywords: Aspergillus, solid state fermentation, lipases, agroindustrial residue. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Lista de figuras 

 

 

Revisão da literatura Pág. 

Figura 1 - Reação geral de hidrólise de um triacilglicerol ......................................................... 22 

Figura 2- Partes da plameira licuri (Syagrus coroata): folha (A); caule (B); flor (C); fruto 

(D) .............................................................................................................................................. 34 

Figura 3- Principais consumidores do licuri: colhedora (A); arara- azul-de-Lear (B)............... 35 

Figura 4 - Produtos comercializados originados do licuri: óleo de licuri (A); licuri em 

conserva (B); cestas feitas com a palha da palmeira (C)............................................................ 36 

Figura 5- Processo de extração do óleo de licuri ....................................................................... 37 

Figura 6- Torta de licuri ............................................................................................................. 38 

  

Capítulo 1  

Figura 1 – Aspergillus ochraceus URM 5609; A) Colônia em agar extrato de levedura 

czapeck (CYA) com quatro dias de crescimento a 25°C; B) Conidióforos hialinos 

bisseriados e vesícula globosa (aumento de 40x )...................................................................... 46 

Figura 2 – Efeito ( ) e estabilidade ( ) ao pH na atividade lipolítica produzida por 

Aspergillus candidus URM 5611 após 180 minutos de incubação com pH inicial variando de 

2,5 a 9,0....................................................................................................................................... 
49 

 

Figura 3 – Efeito ( ) e estabilidade ( ) da temperatura na atividade lipolítica 

produzida por Aspergillus candidus URM 5611 após 180 minutos de incubação com 

temperatura inicial variando de 30 a 80°C em intervalos de 5ºC............................................... 
51 

  

Capítulo 2  

Figura 1 - Gráfico de Pareto dos efeitos das interações quanto à resposta da atividade 

lipolítica com 48h de cultivo...................................................................................................... 60 

Figura 2 - Gráfico quadrado das variáveis (indutor e umidade) tendo como variável resposta 

a atividade lipolítica.................................................................................................................... 62 

  

 

 

 

 

 



 

 

Lista de tabelas 

 

Revisão da literatura Pág. 

Tabela 1 - Principais micro-organismos envolvidos na produção de lipases por fermentação 

em estado sólido (FES)...............................................................................................................  30 

Tabela 2 - Composição química da polpa e da amêndoa do fruto de licuri (Syagrus 

coronata).....................................................................................................................................  

 

37 

Capítulo 1  

Tabela 1 – Viabilidade e autenticação taxonômica de culturas de Aspergillus preservadas 

sob óleo mineral na Coleção de Culturas - Micoteca URM ...................................................... 45 

Tabela 2 – Atividade lipolítica total (U/gss) produzidas por culturas de Aspergillus, 

utilizando como substratos farelo de licuri incubadas por 

96h................................................................................................................................ 

 

48 

Capítulo 2  

Tabela 1 - Níveis das variáveis do planejamento fatorial completo (2
4
) para a produção de 

lipases por Aspergillus candidus URM 5611............................................................................. 56 

Tabela 2 - Resultados do planejamento experimental para a produção lipolítica por 

fermentação em estado sólido de Aspergillus candidus URM 5611........................................ 

 

59 

  

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

SUMÁRIO 

 Pág. 

1. INTRODUÇÃO ...................................................................................................................... 13 

2. REVISÃO DA LITERATURA .............................................................................................. 16 

2.1. Coleção de Cultura ............................................................................................................... 16 

2.1.1. Métodos de preservação .................................................................................................... 17 

2.2. Aspergillus ........................................................................................................................... 19 

2.3. Lipases ................................................................................................................................. 21 

2.3.1. Lipases de origem microbiana .......................................................................................... 23 

2.3.2. Aplicações das lipases ....................................................................................................... 25 

2.4. Fermentação em Estado Sólido (FES) para produção de enzimas ..................................... 27 

2.4.1. Produção de lipases por fungos filamentosos utilizando a FES ....................................... 29 

2.4.2. Fatores que afetam a produção enzimática por FES ......................................................... 30 

2.5. Substratos utilizados na FES ................................................................................................ 31 

2.5.1. Licuri ................................................................................................................................. 33 

 

CAPÍTULO 1. SELEÇÃO DE ESPÉCIES DE ASPERGILLUS PARA PRODUÇÃO DE 

LIPASES UTILIZANDO FARELO DE LICURI, SYAGRUS CORONATA (MARTIUS) 

BECCARI ................................................................................................................................... 

 
39 

Resumo ....................................................................................................................................... 40 

Introdução ................................................................................................................................... 40 

Metodologia ............................................................................................................................... 41 

Resultado e discussão.................................................................................................................. 45 

Conclusões .................................................................................................................................. 52 

Agradecimentos .......................................................................................................................... 53 

 

CAPÍTULO 2. PRODUÇÃO DE LIPASES POR ASPERGILLUS CANDIDUS URM 5611 

UTILIZANDO RESÍDUO DE BAIXO VALOR COMERCIAL .............................................. 

 

53 

Resumo ....................................................................................................................................... 54 

Introdução ................................................................................................................................... 54 

Metodologia ................................................................................................................................ 56 

Resultado e discussão ................................................................................................................. 57 

Conclusão .................................................................................................................................... 63 

Agradecimentos ..........................................................................................................................  63 

  



 

 

5. CONSIDERAÇÕES GERAIS ................................................................................................ 64 

REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ........................................................................................ 65 



Farias, C. M. M. – Produção e Caracterização de Lipases.. .  

                                                                                             

13 

1. INTRODUÇÃO 

 

Lipases são enzimas que catalisam uma variedade de reacções, tais como a 

hidrólise completa ou parcial de triacilgliceróis e as reações de esterificação, 

transesterificação e interesterificação de lipídios (Colla et al., 2010). Uma das áreas de 

pesquisa envolvendo lipases atualmente se concentra sobre o uso de micro-

organismos, suplementos e substratos para determinar as melhores combinações para 

obter as lipases de alto valor, utilizando as condições operacionais que facilitam a 

redução dos custos de produção em escala industrial (Rigo et al., 2010). As lipases 

microbianas apresentam uma série de vantagens se comparadas com as lipases 

extraídas de fontes animais e vegetais. Estas vantagens estão relacionadas a algumas 

das características peculiares das lipases como a estabilidade a altas temperaturas e 

amplas faixas de pH (Sharma et al., 2001; Treichel et al., 2010). 

As lipases são importantes enzimas industriais, devido às suas aplicações 

versáteis (Mahadik et al., 2002;. Pandey, 2003). O recente interesse na produção de 

lipases está associado com as suas aplicações como aditivos nos alimentos 

(modificação de sabor), química fina (síntese de ésteres), detergentes (hidrólise de 

gorduras), tratamento de águas residuais (decomposição e remoção de substâncias 

oleosas), cosméticos (remoção de lípidos), produtos farmacêuticos (digestão de óleos e 

gorduras em alimentos), processamento de couro (remoção de lipídios a partir de peles 

de animais) e ensaios biomédicos (triglicérides no sangue) (Elibol e Ozer, 2000; 

Kamini et al, 2000; Burkert et al., 2004, Sing e Mukhopodhyay, 2012). Além disso, as 

lipases tem uma aplicação importante no campo da bioenergia, especialmente na 

produção de biodiesel, que é um sector de expansão, como resultado da demanda 

mundial em ascensão no uso de energia renovável (Colla et al., 2010). 

No entanto, as enzimas disponíveis comercialmente apresentam ainda custo 

elevado, uma vez que a maioria dos processos de produção é baseada em fermentação 

submersa, o que muitas vezes pode tornar a sua utilização pouco atrativa 

economicamente (Castilho et al., 2000). Assim, a busca por processos de produção de 

lipases que possam diminuir os custos finais da enzima são de grande interesse, pois 

pode viabilizar algumas aplicações pouco exploradas, como por exemplo, o tratamento 

de efluentes gordurosos (Leal et al., 2002). Isto pode ser conseguido através do uso de 
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substrato de baixo custo, especialmente resíduos de agroindústria para que a produção 

pode se tornar economicamente mais viável (Godoy et al., 2011). 

A fermentação em estado sólido (FES) tem se mostrado como uma alternativa 

na produção de enzimas microbianas, devido à possibilidade de utilização de resíduos 

e subprodutos da agroindústria como fonte de nutrientes e suporte para o 

desenvolvimento do micro-organismo (Castilho et al., 2000; Soccol e Vandenberghe, 

2003; Pandey, 2003). 

Algumas considerações importantes para o desenvolvimento da FES incluem a 

seleção adequada do substrato e micro-organismo, otimização dos parâmetros do 

processo e separação, e purificação dos produtos. De uma maneira geral, este é um 

processo que emerge como uma tecnologia em potencial para a produção de diversos 

produtos de origem microbiana, principalmente para a produção de enzimas fúngicas 

(Pandey, 2003).  

Para a produção industrial de enzimas microbianas, os micro-organismos 

devem ser capazes de crescer em substratos de baixo custo; produzirem a enzima em 

velocidade elevada, constante e em curto espaço de tempo; os métodos para a 

recuperação devem ser simples; a preparação enzimática obtida deve apresentar 

estabilidade. O êxito da produção industrial de enzimas depende do grau em que a 

atividade dos micro-organismos é alcançada e quando se reduzem custos do substrato 

empregado, da incubação e da recuperação da enzima (Slivinski, 2007).  

A geração de resíduos e subprodutos é inerente a qualquer setor produtivo. O 

aumento da conscientização ecológica, iniciado no final do século XX, deixou claro 

que o grande desafio da humanidade para as próximas décadas é equilibrar a produção 

de bens e serviços, crescimento econômico, igualdade social e sustentabilidade 

ambiental. Estes resíduos e subprodutos gerados pela agroindústria podem ser 

reaproveitados para obtenção de novos produtos (Pinto, 2005). 

Como principal fornecedora de recursos naturais para as populações rurais, a 

Caatinga condiciona sobremaneira as atividades humanas na região semi-árida 

nordestina (Brasil, 2008). Dentre as centenas de espécies naturalmente ocorrentes no 

bioma Caatinga, merecem especial destaque aquelas representantes da família 

Arecaceae, porquanto que as palmeiras estão presentes em quase toda a abrangência 

do seu território e apresentam elevada importância ambiental e socioeconômica 

regional (Souza e Lorenzi, 2008). 



Farias, C. M. M. – Produção e Caracterização de Lipases.. .  

                                                                                             

15 

Dentre as Arecaceae de ocorrência natural na Caatinga destaca-se Syagrus 

coronata (Mart.) Becc., que é considerada uma das mais importantes palmeiras da 

região semiárida brasileira, é regionalmente conhecida como licuri (Drumond, 2007). 

O licurizeiro apresenta grande importância nos municípios onde se encontra, pois 

representa fonte de renda para a população. Das suas folhas, são confeccionados 

sacolas, chapéus, vassouras, espanadores, etc. Da amêndoa pode ser extraído um óleo 

além de ser consumida in natura , sendo muito utilizada na culinária baiana. Do 

resíduo obtido com a extração do óleo, originam-se a torta e farelo, também 

comercializados, que servem como alimento para animais (Carvalho et. al., 2005).  

Dentro deste panorama, os objetivos deste trabalho foram avaliar a produção de 

lipases por fermentação em estado sólido utilizando espécies de Aspergillus e um 

subproduto da indústria de óleo de licuri como substrato. Investigou-se o efeito de 

algumas variáveis de processo e diferentes suplementações do meio sobre a produção 

de lipase em escala de bancada, utilizando a técnica de planejamento fatorial de 

experimentos, visando obter condições que maximizem a produção de enzima. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Coleção de Cultura 

 

Coleções de culturas são centros de conservação que tem a função de coletar 

micro-organismos relevantes para estudos científicos e aplicações tecnológicas, 

tornando-os disponíveis para os usuários (Abreu e Tutunji, 2004). Considera-se a 

preservação e manutenção dos micro-organismos eficaz, quando esta é feita num 

estado viável, de forma a garantir seus aspectos morfológicos, fisiológicos, genéticos e 

metabólicos, assim as culturas quando solicitadas para estudos de taxonomia, 

bioquímica, diagnóstico laboratorial e produção de substâncias de interesse comercial 

e industrial devem manter tais características preservadas (Baker e Jefries, 2006). 

A alternativa da conservação desses micro-organismos ex-situ é uma garantia 

de acesso em longo prazo, pois diversos grupos de micro-organismos não são 

satisfatoriamente conhecidos e estudados, o que torna preocupante, pois apenas 2% 

das espécies de uma estimativa de 1.800 estão sendo preservados em coleções de 

culturas (Gottschal et al., 2009).   

Atualmente, existem 586 coleções de culturas distribuídas em 68 países, o 

Brasil possui 59 coleções de culturas preservando em torno de 37.737 culturas de 

diversos micro-organismos (World Data Center For Microrganisms, 2012). 

A Coleção de Culturas - Micoteca URM (University Recife Mycology) do 

Departamento de Micologia do Centro de Ciências Biológicas da Universidade 

Federal de Pernambuco foi fundada em 1954 pelo Prof. Augusto Chaves Batista, 

utilizando óleo mineral como método de preservação (Sherf, 1943). O seu acervo 

consta de aproximadamente 8.000 culturas de fungos, sendo cerca de 1.300 leveduras 

e 6.700 fungos filamentosos, desses últimos 713 são do gênero Aspergillus onde 35 

culturas foram isoladas de resíduo agroindustrial, todas identificadas em nível de 

espécies e mantidas em duplicata em cada método de preservação (Micoteca, 2012). 

A Micoteca URM, utiliza os métodos de preservação sob óleo mineral para 

todas as amostras (fungos filamentosos e leveduras), liofilização para culturas com boa 

esporulação e para leveduras, e água destilada esterilizada apenas para Zygomycetes e 

para espécies patógenas ao homem e vegetais, e o método de ultracongelamento a -

80°C em culturas, como as raras e as de importância econômica (Micoteca, 2012). 
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A variedade dos métodos recomendados e descritos na literatura internacional, 

de certa forma, reflete a falta de um método que seja abrangente e satisfatório para 

todos os fungos (Figueiredo, 2001). 

 

2.1.1 Método de preservação  

 

As coleções de culturas têm como função preservar, manter e distribuir 

linhagens de micro-organismos com suas características originais, pelo maior período 

possível e por um método que não permita ou minimize a ocorrência de mutações ou 

de variabilidade quanto à patogenicidade, virulência ou características básicas da 

cultura original (Romeiro, 2001; Baker; Jefries, 2006). Assim, para a preservação 

desses micro-organismos a curto, médio e longo prazo, tornou-se necessário 

desenvolver estudo sobre a biologia, bem como testes sobre os melhores métodos de 

preservá-los (Rodrigues et al., 1999). 

Para garantir a completa viabilidade e estabilidade dos organismos estocados, 

são utilizados métodos de preservação que têm basicamente o mesmo principio retardar 

ou parar o metabolismo celular dos fungos. Nesse sentido, inúmeros processos podem 

ser utilizados (Smith; Onions, 1994; Neufeld; Sarquis, 2003). 

Os principais métodos de preservação utilizados são temperaturas baixas, 

nitrogênio líquido, sílica-gel, solo ou areia, tecidos secos do hospedeiro, repicagem 

periódicas, água destilada ou método de Castellani, óleo mineral e liofilização 

(Aparecido et al., 2001). 

A preservação dessas culturas deve ser feita de forma a garantir sua 

sobrevivência, estabilidade, e pureza durante período prolongado de tempo, 

conservando características genéticas e propriedades morfofisiológicas, tornando-se 

assim, centros de excelência para o desenvolvimento de pesquisas em biodiversidade, 

sistemática e aplicação biotecnológica (Abreu; Tutunji, 2004). 

Recomenda-se que as coleções preservem culturas por pelos menos dois 

métodos de preservação, pois os resultados de viabilidade e estabilidade 

morfofisiológica e genética diferem para cada espécie, assim nenhuma técnica 

apresenta sucesso quando aplicada a todos os fungos (Rodrigues et al., 1992; Lima; 

Borba, 2001; Micoteca, 2012). 
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O método sob óleo mineral foi proposto por Sherf (1943), consiste em recobrir 

culturas jovens cultivadas em meios de cultura específicos para desenvolvimento do 

fungo a ser preservado, contido em tubo de ensaio, com uma camada de 1 cm de altura 

de óleo mineral em relação a cultura.  A manutenção pode ser à temperatura ambiente 

ou de acordo com a necessidade do fungo, sendo os tubos mantidos permanentemente 

na posição vertical para que o óleo não toque nos tampos de algodão (Smith; Onions, 

1994). Essa camada limita a quantidade de oxigênio disponível, reduzindo a atividade 

metabólica e crescimento, além de evitar a desidratação do meio de cultura (Smith; 

Onions, 1994; Figueiredo, 2001; Nakasone et al., 2004). Esse método tem sido eficaz 

em vários estudos para diferentes grupos de fungos (Braz et al., 2009). Esse método 

foi extensivamente usado inicialmente em 1947 por Buell e Weston, e subsequentes 

trabalhos indicaram sucesso na sua ampla aplicação (Smith; Onions, 1994). 

As vantagens do método sob óleo mineral estão relacionadas ao baixo custo 

com equipamentos, eficiência no controle da contaminação por ácaros, manutenção da 

viabilidade das espécies por um longo período e armazenamento de espécies que não 

sobrevivem em outros métodos. Enquanto que a dificuldade do crescimento de 

algumas culturas reativadas, espaço para armazenamento dos tubos, rotina de 

repicagem para manutenção das espécies e contaminação por outros organismos são 

algumas das desvantagens dessa técnica (Smith; Onions, 1994; Figueiredo, 2001).   

A reativação das culturas preservadas sob óleo mineral é realizada pela 

remoção de fragmentos dessas culturas, sendo transferidos para um meio submerso ou 

sólido (Nakasone et al., 2004; Braz et al., 2009).  

Em 1991, Lima avaliou 82 culturas de Fusarium, preservadas sob óleo mineral 

na Micoteca URM durante o período de 4 a 32 anos, 81 (98,7%) mantiveram-se 

viáveis, sendo que 78 (96,3%) apresentaram todas as características morfológicas das 

espécies de Fusarium, mostrando que o método foi adequado para preservar culturas 

deste gênero. 

Ao avaliar 70 culturas de Paracoccidioides brasiliensis preservadas sob óleo 

mineral no período de 1923 a 1992 na Coleção de Fungos do Instituto Oswaldo Cruz, 

Silva et al. (1994) observaram que o método não foi adequado para esta espécie, pois 

apenas 18 culturas permaneceram viáveis. Resultado semelhante foi obtido por 

Bezerra et al. (2006) ao analisarem 20 culturas de Coccidioides immitis preservadas 

sob óleo mineral na mesma coleção de culturas tendo apenas cinco culturas viáveis.  
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Lima e Borba (2001) avaliaram viabilidade, características morfológicas e 

capacidade dimórfica de culturas de Blastomyces dermatitidis, Histoplasma 

capsulatum var. capsulatum e Sporothrix schenckii preservadas sob óleo mineral e em 

solo esterilizado no período de oito a 49 anos. Das 16 cepas de B. dermatitidis quatro 

estavam viáveis e foram capazes de concluir o processo dimórfico, enquanto que das 

15 cepas de H. capsulatum var. capsulatum, todas mantiveram-se viáveis mas não foi 

possível realizar a autenticação taxonômica. Das 53 cepas de S. schenckii, 37 estão 

viáveis, 28 capazes de esporular, 12 concluíram o processo dimórfico e todas as 

culturas mantiveram-se viáveis em solo esterilizado.   

Resultado semelhante foi obtido com Blastomyces dermatitidis e 

Paracoccidioides brasiliensis preservadas sob óleo mineral, onde mostraram 

incapazes de completar o dimorfismo após a reativação (Lima et al., 1991). Borba e 

Rodrigues (2000) constataram perda da capacidade de esporulação de 20 culturas de 

Coelomyces preservadas sob óleo mineral após 50 anos. 

Braz et al. (2009), ao avaliarem 31 culturas de Acremonium preservadas sob 

óleo mineral no período de 2 a 43 anos na Coleção de Culturas-Micoteca URM, 

observaram a manutenção das características morfológicas e a capacidade de produção 

enzimática.  Vinte e seis (83,9%) culturas permaneceram viáveis, cinco (16,1%) 

inviáveis e 24 (92,3%) foram confirmadas taxonomicamente por apresentarem 

estruturas reprodutivas características de cada espécie. 

A manutenção dos micro-organismos em culturas puras é de extrema 

importância para evitar a perda ou redução de suas propriedades fenotípicas, que 

podem ocorrer, por exemplo, por mutações. Dentre as técnicas de manutenção, estão à 

liofilização, a crioconservação, a conservação em parafina, glicerol ou sob óleo 

mineral com a realização de repiques periódicos e checagem de suas características 

(Colen, 2006; Bon et al., 2008). 

 

2.2 Aspergillus 

 

Aspergillus é um gênero anamorfo, que compreende entre 260 (Geiser et al., 

2007, Samson; Varga 2009) e 837 espécies (Hawksworth, 2011). Estas espécies são 

classificadas em aproximadamente 10 gêneros diferentes teleomorfo (Geiser, 2009). 

Por exemplo, a A. nidulans é parte do gênero teleomorfo Emericella, enquanto que A. 
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fumigatus e A. flavus pertencem ao gênero Neosartory e Petromyces, respectivamente. 

Isso mostra que o Aspergillus é um grupo diverso de fungos.  

Espécies de Aspergillus encontram-se entre os fungos mais abundantes em todo 

o mundo. Eles não são muito selectivos relativamente às condições abióticas de 

crescimento, podendo crescer ao longo de uma vasta gama de temperaturas (6-55°C) e 

uma humidade relativamente baixa. Além disso, a alimentação de espécies Aspergillus 

se dá numa grande variedade de substratos, incluindo fezes de animais e tecido 

humanos. No entanto, eles são encontrados predominantemente em complexo 

polímeros de plantase são considerados como tendo papel importânte na deterioração 

de alimentos (Bennett 2010). 

 O sucesso do gênero Aspergillus é também explicado por sua dispersão eficaz. 

Esporos deste gênero estão entre as mais dominantes estruturas fúngicas no ar, 

dispersando-se em curtas e longas distâncias (Bennett 2010). 

Este gênero apresenta conidióforos eretos, simples, com uma vesícula dilatada, 

globosa ou clavada na sua extremidade; sobre a vesícula são formadas as fiálide 

primárias e/ou secundárias. Os conídios são hialinos, unicelulares, globosos e 

coloridos. As espécies A. ochraceus apresentam cabeças amareladas globosos e 

coloridos; A. flavus apresenta cabeça radial verde-amarela com esporos espinhosos e 

A. parasiticus, conidióforos menores que 500 µm, com cabeças verde-amareladas 

(Samson e Pitt, 1990).  Dentre as espécies mais conhecidas encontram-se A. flavus, A. 

niger, A. awamori, A. oryzae, A. nidulans, A. fulmigatus, A. clavatus, A. glaucus, A. 

ustus e A. versicolor (Slivinski, 2007; Hawksworth, 2011).  

Muitas espécies de Aspergillus são utilizadas para obtenção de enzimas, na 

biossíntese química e na transformação de compostos. Há espécies patogênicas para o 

homem, para outros animais e alguns podem produzir metabólitos tóxicos durante seu 

metabolismo (Rosa, Campos e Baroni, 2002).  

Os fungos do gênero Aspergillus são muito utilizados na biotecnologia. 

Espécies como A. oryzae é grande produtor de α-amilases, α-galactosidase e enzimas 

pectinolíticas (Shankar e Mulimani, 2007). O A. niger é importante na produção 

comercial das enzimas β-galactosidase, amiloglucosidase e pectinases (Liu et al., 

2006). Botella et al. (2007) avaliaram a produção de xilanases e pectinases por A. 

awamori.  
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Inúmeras enzimas destes micro-organismos vêm sendo isoladas, purificadas e 

têm aplicabilidade nos mais diferentes ramos da indústria (Guimarães et al., 2007). 

Algumas espécies como A. glaucus e A. repens, são importantes agentes de 

deterioração de alimentos. Roux-Van der Merwe et al. (2005) estudaram o crescimento 

de diferentes espécies de fungos em efluentes industriais de petróleo e observaram a 

diminuição da DQO promovida por A. niger. Estudos feitos por Hamde e Abo-Tahon 

(2012)  mostram que lipases produzidas por A. terreus var. africanus foi compatível 

com detergentes comerciais sendo uma espécie promissora para a indústra. 

Viniegra-Gómez et al. (2003), selecionaram três linhagens de A. niger e 

observaram uma maior produção e atividade na fermentação em estado sólido 

comparado à fermentação submersa. Kronbauer et al. (2007) avaliaram a produção de 

xilanase por A. casiellus induzida com bagaço de cevada em fermentação em estado 

sólido. A atividade enzimática da invertase tem sido caracterizada de forma 

significativa também em plantas e micro-organismos. Santos et al. (2012) testaram 

semente de abóbora para produção de lipases na fermentação em estado sólido 

utilizando A. niger, destacando sua importante produção com resíduos agroindustriais.  

 

2.3 Lipases 

 

As lipases (triacilglicerol éster hidrolase, E.C. 3.1.1.3) são enzimas hidrolíticas 

que in vivo catalisam a hidrólise de triacilgliceróis de cadeia longa (acima de 10 

átomos de carbono), sendo a trioleína o seu substrato padrão, aos ácidos graxos 

correspondentes e glicerol (Figura 1), constituindo uma classe especial de carboxil 

éster hidrolases (Jaeger e Eggert, 2002; Diaz et al., 2006; Colla et. al, 2010).  

 As lipases in vitro também atuam como catalisadores em diversas reações, 

com alta especificidade, estabilidade e condições reacionais brandas, incluindo as 

reações de esterificação, transesterificação, lactonização, acilação regioseletiva e 

aminólise 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 (Krishna e Karanth, 2001; Gotor et al., 2002; Foresti e Ferreira, 2006). 
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Figura 1. Reação geral de hidrólise de um triacilglicerol (Fonte: Diaz et al., 2006). 

 

A utilização de lipases pelas indústrias apresenta vantagens como: estabilidade 

a altas temperaturas e amplas faixas de pH, facilidade de separação dos produtos e, 

quando imobilizadas, podem ser submetidas às condições industriais típicas, com 

reatores a temperaturas superiores a 70ºC por longos períodos de tempo (Hasan et al., 

2006).  

Devido à sua alta especificidade, estas enzimas são importantes na área de 

biotecnologia, principalmente nos setores oleoquímico e em síntese orgânica, na 

preparação de compostos enantiosseletivos. Apresentam muitas vantagens em 

processos de biotransformações, em função de sua grande afinidade por um largo 

espectro de substratos, versatilidade quanto às características do meio reacional 

(aquoso, orgânico ou supercrítico), atividade elevada em meio reacional livre de 

solventes e disponibilidade comercial (Pandey et al., 1999). Segundo Hasan et al. 

(2006), as lipases estão atraindo uma grande atenção devido às suas potencialidades 

biotecnológicas, pois constituem o mais importante grupo de biocatalisadores para 

aplicações neste campo. 

As lipases podem ser aplicadas em inúmeras áreas, tais como: na indústria 

oleoquímica em processos como hidrólise, glicerólise e alcoólise; na indústria têxtil 

(melhoria da qualidade e propriedade dos tecidos) (Matsuoka et al., 2009); na indústria 

de detergentes (remoção de manchas de batom, frituras, manteiga, azeites, molhos, 

etc.) (Liu et al, 2008); na indústria de alimentos, na produção de ácidos graxos poli-

insaturados (aditivos de alimentos) e na modificação de sabores (processo de 

fermentação de salame e vinho) (Hasan, Shah e Hameed, 2006), farmacêutica (Vieira 

et al., 2009), tratamento biológico de resíduos (Rosa et al., 2006), entre outras. No 

entanto, sua utilização é reduzida devido aos altos custos de produção, sendo sugerida 

como um fator de redução destes custos a utilização da fermentação em estado sólido 

como método de produção (Silva et al., 2005). 
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2.3.1 Lipases de origem microbiana  

 

As lipases são encontradas em fontes animais, vegetais e microbianas. Sendo 

preferencialmente produzidas a partir de fontes microbianas, devido ao aumento da 

capacidade produtiva durante os processos fermentativos, facilidade de aquisição e 

controle, além dos baixos custos de obtenção (Saxena et al., 2003). Segundo Singh e 

Mukhopadhyay (2012), os micro-organismos mais utilizados para a produção de 

lipases são fungos filamentosos dos gêneros Rhizopus, Aspergillus e Mucor, e 

leveduras do gênero Candida.       

Lipases microbianas vêm sendo alvo de estudos com o intuito de desenvolver            

novas tecnologias para otimizar os processos de modificação de óleos e gorduras 

catalisados por enzimas lipolíticas. Destacando entre esses, a imobilização da enzima 

utilizando diferentes tipos de suporte, estudos cinéticos e de estabilidade enzimática; 

modificações químicas, desenvolvimento de biorreatores, estudo da resolução cinética 

de enantiômeros em síntese orgânica, etc. (Costa e Amorim 1999; Dalla-Vechia et al., 

2004; Mendes et al., 2005). 

Essas enzimas apresentam amplo espectro de aplicações industriais, uma vez 

que são mais estáveis que as lipases animais e vegetais, além de poderem ser 

produzidas com menor custo, com alta velocidade de síntese, com grande 

versatilidade, e com maior simplicidade na manipulação ambiental e genética 

(Cihangir e Sarikaya, 2004; Ellaiah et al., 2004; Freire e Castilho, 2008). São 

extracelulares, em sua maioria, fato que facilita a extração, o isolamento e a 

purificação (Carvalho et al., 2003; Reis et al., 2009). 

As lipases de origem microbiana são utilizadas em alimentos, na fabricação de 

detergentes (hidrólise de gordura), de cosméticos (remoção de lipídeos) e tratamento 

de efluentes (decomposição e remoção de substâncias oleosas). É enorme o potencial 

catalítico destas enzimas e, por isso, também são utilizadas como biocatalisadores 

ideais em química orgânica, na indústria farmacêutica, e na produção de aditivos 

alimentares (realçador de aroma) (Burkert et al., 2004; Cihangir e Sarikaya, 2004; 

Singh; Mukhopadhyay 2012). 

Fungos filamentosos estão se destacando como produtores de lipases, como 

Aspergillus niger. Talvez, isso explique o fato de que, culturalmente, a maioria das 

aplicações das lipases se dê na área de alimentos, na qual se empregam fungos 

considerados GRAS (“Generally Regarded as Safe”) (Iwashita, 2002; Cihangir e 
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Sarikaya, 2004; Ellaiah et al., 2004; Contesini et al., 2009; Açikel et al., 2010). O uso 

histórico dos gêneros Aspergillus e Penicillium na produção de alimentos e bebidas 

tradicionais, como queijos e saquê, elevam-os ao status GRAS (Iwashita, 2002; 

Contesini et al., 2009). Além desses gêneros, algumas importantes lipases fúngicas 

utilizadas comercialmente são obtidas dos gêneros: Rhizopus, Mucor, Geotrichum e 

Fusarium. Dentre as leveduras, Candida rugosa é a que mais tem sido empregada em 

processos industriais (Cihangir e Sarikaya, 2004; Ellaiah et al., 2004). 

As enzimas lipolíticas são encontradas em tecidos de vários animais e plantas, 

e podem ser produzidas por Fermentação Submersa (FS) ou Fermentação em Estado 

Sólido (FES) usando espécies de micro-organismos, como por exemplo o fungo  

Aspergillus niger (Dalla-Vecchia et al., 2004). De acordo com Contensini et al. 

(2010), a maioria das lipases microbianas industriais são derivadas de fungos e 

bactérias. As enzimas lipolíticas microbianas são amplamente diversificadas nas suas 

propriedades enzimáticas, substrato e especificidade, o que as tornam muito atraentes 

para aplicações industriais (Hasan et al., 2006). 

Devido à sua grande versatilidade e aplicabilidade há uma crescente procura de 

novas fontes de enzimas lipolíticas microbianas. Sendo o solo um grande reservatório 

de população microbiana diversificada, alguns pesquisadores como Lin et al. (1995) e 

Ko et al. (2005), vem utilizando desta inesgotável fonte de micro-organismos para a 

seleção dos mesmos quanto a capacidade de produzir enzimas lipolíticas. Em estudo 

para detecção de micro-organismos lipolíticos em solos, Ko et al. (2005), utilizando 

solo de uma fazenda localizada em Taiwa, observaram que a maior parte de produtores 

de enzimas lipolíticas foram as bactérias e os fungos, e que estes micro-organismos 

apresentaram boa atividade enzimática. 

As enzimas microbianas são muitas vezes mais úteis do que as enzimas 

derivadas de plantas ou animais devido à sua grande variedade de atividades catalíticas 

disponíveis, rendimentos elevados, a facilidade na manipulação genética e o rápido 

crescimento microbiano em um meio de baixo custo (Hasan et al., 2006; Contesini et 

al., 2010).  

Os micro-organismos apesar da sua versatilidade são bastante sensíveis às 

condições do ambiente ao qual estão sendo submetidos. Na produção de enzimas 

lipolíticas microbianas, fatores como composição do meio, temperatura, pH, aeração e 

a presença de compostos inibidores influenciam no processo, afetando a atividade 
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enzimática. Uma grande variedade de micro-organismos tem habilidade de produzir 

essas enzimas, sendo função de alguns parâmetros reacionais e apresentando diferentes 

especificidades, massa molecular, sensibilidade à temperatura e pH (Burkert et al., 

2003; Singh; Mukhopadhyay, 2012).  

Segundo Hasan et al. (2006), apenas 2% dos micro-organismos do mundo são 

fontes de pesquisas. As manipulações genéticas ou ambientais tendem ao aumento do 

rendimento das células que por consequência acarreta em aumento da atividade 

enzimática, tornando a enzima de interesse constitutivo, ou seja, induzindo-a a 

produzir enzimas alteradas que possam ser facilmente empregadas (Jaeger et al., 

1999).  

O custo de produção das enzimas lipolíticas microbianas é determinado pela 

quantidade de enzima produzida, pelo processo de separação empregado e pela 

estabilidade enzimática. Dentre os vários fatores que influenciam a produção destas 

enzimas microbianas durante a fermentação, o substrato utilizado como fonte de 

carbono e o tipo de indutor tem relevância significativa. Isso acontece porque as 

enzimas lipolíticas têm como função quebrar os substratos lipídicos insolúveis para 

poderem ser mais facilmente absorvidos, visto que a maioria das enzimas microbianas 

são produzidas extracelularmente (Saxena et al., 1999; Kanwar et al., 2002; Singh; 

Mukhopadhyay, 2012). 

 

2.3.2 Aplicações das lipases 

 

O interesse em pesquisas com lipases, principalmente de origem microbiana, 

tem crescido devido ao seu grande potencial biotecnológico. Como biocatalisadores, 

as lipases apresentam algumas vantagens importantes sobre os catalisadores clássicos 

industriais. Efetivamente, suas características de especificidade, regiosseletividade e 

enantiosseletividade, permitem a síntese de compostos de alta pureza, com um número 

reduzido de subprodutos e baixa geração de resíduos. Além disso, os processos 

enzimáticos requerem procedimentos mais fáceis e baratos, que utilizam temperatura e 

pressão ambientes, condições que minimizam a degradação de compostos lábeis e 

evitam o uso de compostos químicos com alto potencial poluente (Villeneuve et al., 

2000; Castro-Ochoa et al., 2005; Silva et al., 2005;). Consequentemente, uma 

considerável atenção vem sendo dada ao uso das lipases em aplicações industriais. 
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A alta capacidade catalítica das lipases permite que estas enzimas sejam 

utilizadas na síntese regiosseletiva ou na resolução estereosseletiva de alcoóis, ácidos 

carboxílicos e aminas, dando origem a produtos opticamente ativos e ampliando a 

aplicação comercial (Bon et al., 2008). O mercado industrial das lipases está dividido 

em três segmentos de aplicação: enzimas técnicas, enzimas para indústria de alimentos 

e enzimas para ração animal (Hasan et al., 2006). 

Tecnologias como a recombinação gênica, a engenharia de proteínas e a 

evolução dirigida propiciaram a obtenção de enzimas com características (atividade, 

estabilidade, seletividade, especificidade) novas e mais dirigidas a substratos e 

condições de interesse industrial, promovendo a expansão da aplicação de enzimas. 

Entre as maiores empresas produtoras de enzimas estão a Amano Pharmaceuticals 

(Japão), Novozyme (Dinamarca), Genencor International (USA), Unilever (Holanda), 

Biocatalysts (Inglaterra) e Meito Sankyo (Japão) (Krishna, 2002). 

O uso de lipases como aditivos em detergentes ainda representa a maior 

aplicação industrial destas enzimas. Entretanto, a capacidade hidrolítica das lipases 

tem sido explorada em vários outros campos de atividade, como, por exemplo, na 

indústria de papel e celulose, para remoção de material hidrofóbico como 

triacilgliceróis e ceras que são indesejáveis na manufatura deste produto, no 

tratamento de águas residuárias de fábricas, restaurantes e residências, na indústria 

farmacêutica, de couro, têxtil e de cosméticos (Reis et al., 2009). 

As lipases são utilizadas no tratamento de resíduos domésticos, na limpeza de 

tubulações de esgotos, fossas sépticas e sumidouros e também para acelerar a 

biodegradação de polímeros e lamas de perfuração de poços de petróleo contendo 

ésteres sintéticos emulsionados em água (Jaeger e Reetz, 1998; Bon et al., 2008). Por 

outro lado, as lipases também podem ser empregadas como biossensores para a 

detecção de triacilgliceróis na indústria oleoquímica, na tecnologia de alimentos e em 

análises clínicas (Bon et al., 2008). 

Na indústria alimentícia, as lipases são utilizadas nos seguintes sub-grupos: 

melhoramento da textura de pães, otimização do tempo de maturação de salsichas 

fermentadas, na hidrólise de gorduras do leite e até para alterar o sabor do leite (Bon et 

al., 2008; Gandra et al., 2008). Shin; Akoh; Lee (2010) utilizaram lipases na 

interesterificação de triacilgliceróis da manteiga com óleo de palma, reduzindo o teor 

de gordura saturada, sem produzir gordura trans. Alim e colaboradores (2008) 
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utilizaram lipase para obter gordura com maior ponto de fusão pela reação entre 

estearina (18:0), ácida linoleico (18:2) e óleo fracionado de farelo de arroz. 

Segundo Pandey et al. (2000), a partir da década de 90, houve um aumento no 

interesse em relação à fermentação em estado sólido na produção de lipases para o 

desenvolvimento de bioprocessos, tais como a biorremediação e biodegradação de 

compostos, desintoxicação biológica de resíduos agroindustriais, biotransformação e 

enriquecimento nutricional de culturas e de resíduos de culturas, obtenção de produtos 

com grande valor agregado, tal como metabólitos secundários biologicamente ativos. 

 

2.4 Fermentação em Estado Sólido (FES) para produção de enzimas 

 

Existem dois tipos básicos de fermentação para produção de enzimas e outros 

metabólitos: Fermentação Submersa (FS) e Fermentação em Estado Sólido (FES). Na 

FES, o micro-organismo cresce em substratos sólidos umedecidos ou suportes inertes, 

na ausência (ou quase) de água livre, e na FS, os substratos são dissolvidos em meio 

líquido. No caso da FES, o micro-organismo pode crescer entre os fragmentos do 

substrato (dentro da matriz do substrato) ou sobre a superfície do substrato, 

consumindo-o e secretando metabólitos, dentre os quais as enzimas (Mitchell et al., 

2006). O material sólido é insolúvel e age como suporte físico e como fonte de 

nutrientes. Este material poderá ser um substrato sólido natural, como resíduos da 

agricultura, ou um suporte inerte, como poliuretano ou resinas poliméricas (Pandey, 

2003). 

Como a fermentação em estado sólido é a fermentação na ausência de água 

livre, a recuperação de seus produtos requer a extração do sólido do meio fermentado. 

Um extrator comum é a água destilada ou deionizada. Outros extratores tem sido 

utilizados, como uma solução de Cloreto de Sódio (NaCl) 1% para protease e tampão 

succinato 0,02 M para lipases e proteases (Aikat e Bhattacharyya, 2000). No processo 

de FES deve-se levar em consideração alguns aspectos importantes, como a seleção do 

micro-organismo, a escolha do substrato, a otimização dos parâmetros do processo, o 

isolamento e a purificação do produto, dentre outros fatores. A FES reproduz 

processos microbiológicos naturais. No caso de aplicações industriais, estes processos 

naturais, se monitorados, produzem o produto desejado (Couto e Sanromán, 2006). 

Assim, vários produtos de valor agregado têm sido produzidos por esta técnica 
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fazendo uso de matérias-primas provenientes da natureza (Pandey, Soccol e Mitchell, 

2000). 

As enzimas e outros metabólitos microbianos são tradicionalmente obtidos por 

processos de FS. Neste tipo de fermentação, além de um melhor controle do processo, 

a recuperação de enzimas extracelulares e a determinação de biomassa são facilitadas, 

sendo realizadas por filtração simples ou centrifugação para a remoção das células. O 

sobrenadante da cultura é utilizado para os estudos enzimáticos e o crescimento 

microbiano é quantificado após secagem da biomassa, por gravimetria, podendo ainda 

ser realizado por densidade ótica no caso de cultivos com bactérias (Lima et al., 2003). 

Entretanto, na FES, onde os teores de água não são superiores a 80%, pode apresentar 

algumas vantagens em relação à FS. Os metabólitos são normalmente produzidos em 

uma forma concentrada, facilitando o seu processo de recuperação do meio de 

fermentação. Uma vantagem adicional da FES, em relação às FS é o custo porque, 

além da simplicidade e economia do processo em termos de espaço, meio, 

equipamentos e energia (Mitchell et al., 2006), utiliza como matéria-prima, resíduos 

descartados pela indústria, causando diminuição no impacto poluente (Singhania et al., 

2009). 

Além de uma boa escolha sobre qual tipo de fermentação utilizar, faz-se 

necessário uma avaliação sobre o meio de cultura utilizado para o crescimento 

microbiano. Os meios de cultivo são formulados com compostos quimicamente 

conhecidos ou de matérias-primas naturais. Os constituintes principais desses meios 

são fontes de carbono (energia), fontes de nitrogênio, substâncias minerais, fatores de 

crescimento, e se tratando da produção de enzimas é essencial à presença de um 

indutor (Lima et al., 2007). 

O controle da umidade, da temperatura e do pH do meio, a velocidade e a 

frequência de agitação, as condições de transferência de oxigênio e de nutrientes, as 

características do substrato, além de características e estimativas de crescimento da 

automação do processo são os parâmetros mais frequentemente analisados em diversos 

estudos revistos (Schmidell, et al. 2001, Messias et al., 2011). 

Este tipo de fermentação tem mostrado também um enorme potencial 

tecnológico no que diz respeito ao desenvolvimento de produtos que apresentam 

componentes derivados de micro-organismos como rações para animais, produtos para 

a indústria alimentícia, química e farmacêutica. Estas aplicações envolvem a 
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biotransformação de produtos e resíduos agrícolas para enriquecimento nutricional, 

produção de biomassa e formação de produtos com alto valor agregado, como 

metabólitos secundários biologicamente ativos, incluindo antibióticos, alcalóides, 

enzimas, ácidos orgânicos, biopesticidas, micro-pesticidas e bioerbicidas, 

biossurfactantes, biocombustíveis, compostos aromáticos, etc. (Pandey, Soccol e 

Mitchell, 2000; Messias et al., 2011). 

O crescimento dos fungos nos processos fermentativos está relacionado à 

disponibilidade de substâncias que os satisfaçam nutricionalmente e de condições 

favoráveis como concentração das fontes de carbono e de nitrogênio, pH do cultivo, 

temperatura de crescimento e concentração de oxigênio dissolvido. Muitos estudos 

têm tratado da otimização de meios de cultura, em processos fermentativos, para a 

produção de determinada substância de interesse (Burket et al., 2004; Freitas et al., 

2007; Contesini et al., 2009; Açikel et al., 2010; Rigo et al., 2010). 

Na produção de enzimas por FES, a quantidade reduzida de água no substrato 

limita o número de micro-organismos, sendo que os mais utilizados são os fungos 

filamentosos, devido a sua capacidade de tolerar ambientes com baixa quantidade de 

água, utilizando resíduos da agroindústria (Couto e Sanromám, 2006; Messias et al., 

2011). 

 

2.4.1 Produção de lipases por fungos filamentosos utilizando a FES 

 

Estudos de FES para produção de lipases vem sendo reportados na literatura 

utilizando principalmente fungos filamentosos e leveduras (Tabela 1), sendo citados 

Penicillium candidum, P. camembertii, Mucor miehei, Monascus fulginosus, 

Rhizomucor pusillus e R. rhizopodiformis utilizando bagaço de cana (Cordova et al., 

2006), Aspergillus niger utilizando torta de gergelim (Kamini; Puvanakrishnan, 1998); 

Penicillium brevicompactum utilizando torta de babaçu  e castor meal (Silva et al., 

2011), Penicillium simplicissimum utilizando torta de soja (Di Luccio et al., 2004), 

Aspergillus oryzae utilizando torta de óleo de coco (Ramachandran et al., 2004). 
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Tabela 1. Principais micro-organismos envolvidos na produção de lipases por 

Fermentação em Estado Sólido (FES). 

 

Microorganismos Substrato Referências 

Aspergillus oryzae torta de óleo de coco Ramachandran et al., 

2004. 

Aspergillus niger torta de gergelim 

farelo de trigo 

semente de abóbora 

Kamini et al., 1998. 

Mahadik et al., 2002. 

Santos et al., 2012 

Penicillium simplicissimum Farelo de soja Vargas et al, 2008. 

Penicillium verrucosum  bagaço-de-cana Kempka et al.,2008 

Penicillium brevicompactum torta de babaçu Silva et al., 2011 

Penicillium simplicissimum torta de soja Di Luccio et al., 2004. 

Rhizopus oligosporus torta de amêndoa Ul-Haq et al., 2002. 

Rhizopus homothallicus bagaço-de-cana Diaz et al., 2006. 

Rhizopus rhizopodiformis bagaço-de-cana Cordova et al., 2006. 

 

 

2.4.2 Fatores que afetam a produção enzimática por FES 

 

As condições ambientais como umidade, temperatura, pH afetam 

significativamente o crescimento celular e a formação de produto. Os processos de 

FES necessitam das seguintes etapas: seleção cuidadosa da matéria-prima ou 

substrato, escolha de um micro-organismo específico, controle dos parâmetros da 

fermentação, separação em alguns casos e a purificação dos produtos (Gutierrez et al., 

1998).  

A água representa um papel primordial na FES, pois é responsável pela difusão 

de solutos, gases e metabólitos inibitórios, bem como pela absorção celular. O teor de 

umidade do meio de cultivo é um dos principais parâmetros que influencia a FES. A 

natureza do substrato, as necessidades do micro-organismo utilizado e o tipo de 

produto final desejado são os principais fatores que determinam o grau de umidade 

que o substrato deverá apresentar (Pandey, 2003).  

O crescimento microbiano é um processo exotérmico, e o calor gerado deve ser 

dissipado, visto que altas temperaturas não são favoráveis ao crescimento dos micro-

organismos. No início da fermentação, tanto a temperatura como a concentração de 

oxigênio, são os mesmos em qualquer ponto do leito. No entanto, com o progresso da 

fermentação, o oxigênio se difunde, permitindo que as reações metabólicas aconteçam, 

fato que, por sua vez, libera calor, o qual não é facilmente dissipado devido à baixa 

condutividade térmica do substrato e a dificuldades na condução através do leito da 

fermentação. Pode-se contornar este problema com a introdução de ar comprimido 



Farias, C. M. M. – Produção e Caracterização de Lipases.. .  

                                                                                             

31 

através do meio de cultura, para produções industriais, controle de temperatura da sala 

ou do equipamento onde ocorre a fermentação, ou pelo sistema de camisas em torno 

do biorreator com circulação de água refrigerada (Schmidell et al., 2001). 

O pH é uma variável importante em qualquer processo biológico, havendo 

valores de pH mínimo, ótimo e máximo para o desenvolvimento de cada micro-

organismo, geralmente os fungos preferem pH baixo (4,5 – 6,0). O pH do meio afeta o 

metabolismo dos micro-organismos por alterar seu conjunto enzimático. O controle do 

pH durante a FES, embora seja um dos parâmetros mais críticos, dificilmente será 

conseguido devido à heterogeneidade e consistência do material. Como tentativa de 

amenizar o efeito de uma variação brusca, utilizam-se substratos com boa capacidade 

tamponante ou adição de soluções-tampão durante a etapa de umidificação do 

substrato (Schmidell et al., 2001; Pandey, 2003). 

Estudos de Pera et al. (2006), relatam que o pH ótimo de atividade de 

Aspergillus niger está em torno de 6,0. Cai et al. (2009) ao realizarem a purificação e 

caracterização parcial da lipase produzida por Geotrichum sp., observaram que a 

enzima foi estável entre pH 3,0-8,0. Lipases microbianas são mais estáveis na gama de 

pH de 2 a 10,5 (Singh; Mukhopadhyay, 2012). Saxena et al. (2003) relatam que a 

temperatura ótima da lipase de Aspergillus carneus foi 37ºC, diferindo dos resultados 

obtidos nesse estudo, uma vez que a temperatura ótima para a atividade de lipases 

produzidas por Aspergillus candidus foi 65°C. Dantas e Aquino (2010), avaliaram a 

influência do teor de água dos substratos, entre 35% e 65%, na produção de lipase 

através da FES. Onde verificou-se que houve maior produção de lipase quando 

empregado cascas de abacate (10 U/gss) e sementes de abóbora (24 U/gss) com teor de 

água de 35% e torta de babaçu (25 U/gss) e borra de café (13 U/gss) com teor de água 

de 45%. Quando utilizado torta de mamona como substrato obteve-se máxima 

atividade enzimática (19 U/gss) nos resíduos contendo teor de água de 35% e 45%. O 

controle de determinadas variáveis se faz necessário para a obtenção de produtos com 

características constantes e uniformes (Messias et al, 2011). 

 

2.5 Substratos utilizados na FES 

 

Comumente utilizam-se produtos ou subprodutos oriundos da agroindústria, 

que tem como característica servir de matriz sólida e fornecer fontes de carbono e de 

energia para o crescimento do micro-organismo, além de apresentarem um custo 



Farias, C. M. M. – Produção e Caracterização de Lipases.. .  

                                                                                             

32 

relativamente baixo. Pode-se também incorporar solução nutriente ao substrato, com o 

intuito de adequá-lo às condições nutricionais do microorganismo (Schmidell et al., 

2001). 

O material sólido utilizado em FES é, geralmente, fragmentado e de natureza 

granular ou fibrosa que permite a retenção de água por higroscopia ou capilaridade. A 

quantidade de água presente varia consideravelmente de acordo com o material 

utilizado. Os substratos amiláceos (arroz, trigo, centeio, cevada, milho, mandioca) são, 

na maioria das vezes, fermentados entre 25 e 60% de umidade inicial. No entanto, os 

substratos celulósicos (palhas, cascas, bagaço, farelos e outros) permitem trabalhar 

com teores de umidade mais elevados 60 a 80% sem o aparecimento de água livre 

(Soccol e Vanderberghe, 2003). 

Para a produção industrial de enzimas microbianas, os micro-organismos 

devem ser capazes de crescer em substratos de baixo custo; produzirem a enzima em 

velocidade elevada, constante e em curto espaço de tempo; os métodos para a 

recuperação devem ser simples; a preparação enzimática obtida deve apresentar 

estabilidade. O êxito da produção industrial de enzimas depende do grau em que a 

atividade dos micro-organismos é alcançada e quando se reduzem custos do substrato 

empregado, da incubação e da recuperação da enzima (Slivinski, 2007). 

A aplicação de resíduos agroindustriais em bioprocessos disponibiliza 

substratos alternativos e colabora em resolver problemas relacionados à disposição 

inadequada de resíduos sólidos (Maróstica e Pastore, 2005). 

 Existem vários exemplos na literatura relacionando o uso de substratos naturais 

e suportes inertes na produção de enzimas e outros compostos de alto valor comercial 

por FES. Os principais resíduos que podem ser utilizados são as tortas derivadas dos 

processos de extração do óleo de milho (torta de milho), óleo de girassol (torta de 

girassol) e soja (torta de soja), materiais abundantes no Brasil, e que normalmente 

oferecem um potencial poluente muito elevado (Slivinski, 2007).  

Vários resíduos agrícolas têm sido relatados como eficazes para produção de 

lipase: farelos (trigo, arroz, soja, cevada), tortas (soja, oliva, gergelim, babaçu) e 

bagaço (de cana) (Singhania et al., 2008). A utilização de subprodutos agroindustriais 

como substrato na produção de lipases, além de agregar valor a materiais de baixo 

custo no mercado pode vir a reduzir em muitos o preço final da enzima (Castilho et al., 

2000).  
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Na maioria dos casos, a produção de lipases utilizando resíduos fibrosos 

requerem suplementação nutricional ou uma mistura de mais do que um substrato.  

Colla et al. (2010) mostraram que uma mistura de farelo de soja e casca de arroz teve 

efeito sinérgico na produção de lipase. Outros resíduos como farelo de trigo (Contesini 

et al., 2009), resíduo de mamona (Godoy et al., 2011; Herculano et al., 2011), torta de 

babassu (Silva et al., 2011) são relatados como bons substratos para a produção 

lipásica. Estes representam somente uma pequena proporção dos substratos que podem 

ser utilizados na produção de metabólitos com aplicação industrial (Mahadik et al., 

2002; Ul-Haq et al., 2002; Cammarota e Freire, 2006). 

   

 

2.5.1 Licuri 

 

O licuri, Syagrus coronata (Mart.) Becc., é uma palmeira encontrada a leste do 

rio São Francisco, nos estados de Pernambuco, Alagoas, Bahia, Sergipe e norte de 

Minas Gerais, na caatinga e florestas semidecíduas, zonas de transição para restinga e 

cerrado. É regionalmente conhecido como licurizeiro, licurí, ouricuri, auricuri, alicuri, 

nicuri, dicorí, uricuri, coqueiro dicori e coqueiro cabeçudo (Drumond, 2007). Possui 

estipe não perfilhado de 3-10 metros de altura e 15-25 cm de diâmetro. Não há 

entrenós visíveis em seu estipe retangular. Possui cinco fileiras de folhas com fibras 

grossas, chatas na bainha. Seus frutos são elipsóides, amarelados, também 

amarronzados, de 2,5 a 3,0 cm de comprimento, com mesocarpo suculento adocicado 

(Lorenzi, 2010) (Figura 1). 

Segundo Drumond (2007) o licuri inicia sua frutificação seis anos após o 

plantio. Um licurizal nativo produz em média 2.000 Kg/ha de frutos anualmente. Nos 

anos de pluviosidade abaixo da média, a produção diminui, mas sempre ocorre de 

maneira estável. Sendo bem cuidado (podando as folhas velhas, capinando as plantas 

daninhas ao seu redor), um licurizal pode produzir 4.000 Kg/ha. 

O fruto, quando verde, aferventado fornece amêndoas saborosas para fazer 

cuscuz, iguaria típica da culinária nordestina. Os brotos do licuri são consumidos pelos 

sertanejos, sendo a parte mais mole cozida, e a parte mais dura triturada, moída e 

utilizada como farinha. Ele é conhecido como a “árvore salvadora da vida” nas áreas 

de ocorrência natural (Drumond, 2007).  
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Figura 2. Partes da palmeira licuri (Syagrus coronata): folha (A); caule (B); flor 

(C); fruto (D). 

 

É uma palmeira ornamental, podendo ser utilizada como paisagismo. Suas 

folhas fornecem cera; o palmito, mesocarpo e amêndoa de seus frutos são comestíveis. 

Ainda as amêndoas produzem óleo para fabricação de sabão e o endocarpo utilizado 

para artesanato. Frutificação ocorre no verão (Lorenzi, 2010).  

Por compor a caatinga, onde os grandes períodos secos se alternam com as 

estações chuvosas, esta palmeira suporta bem as secas prolongadas e floresce e 

frutifica por um longo período do ano, fornecendo recursos para a subsistência da 

população dessas regiões (Figura 2A), sendo utilizado também para alimentar os 

animais domésticos (Lorenzi, 2010).  

Ressalta-se a particular importância desta palmeira para a arara-azul-de-Lear 

(Anodorhynchus leari Bonaparte, 1856) (Figura 2B), posto que seus frutos se 

constituem no seu principal item alimentar (Ramalho, 2008). Esta ave, endêmica da 

Ecorregião do Raso da Caatinga, encontra-se extremamente ameaçada de extinção, 

devido ao tráfico (Rocha, 2009) e a escassa oferta de alimentos da vegetação nativa 

local. Encontra-se, portanto, em situação de elevado risco, encontrando-se na lista 

Oficial da Fauna Silvestre Brasileira Ameaçada de Extinção (MMA, 2003). Denota-se 

assim que ações de conservação da arara-azul-de-Lear devem ser baseadas 

necessariamente na recuperação das populações nativas da palmeira licuri (IBAMA, 

2006; CEMAVE, 2012). 
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Fonte: www.flickr.com  

Figura 3. Principais consumidores do licuri: colhedora (A); arara-azul-de-Lear 

(B). 

 

Todas as partes do licuri são utilizáveis. Das folhas, são produzidos sacolas, 

chapéus, vassouras e espanadores. Com a raspagem das folhas é obtido à cera de licuri 

que é equivalente a da carnaubeira, utilizada para fabricar de papel carbono, graxa para 

sapatos, móveis e pintura de automóveis. A polpa das amêndoas é consumida in 

natura, sendo utilizadas para fabricação de cocadas. Delas também é extraído um óleo 

usado na culinária da população do semi-árido (Ramalho, 2008). O óleo de licuri na 

Bahia, mais precisamente nas comunidades do Senhor do Bonfim e Caldeirão Grande, 

é industrializado e utilizado para produção de saponáceos (sabão em pó, detergentes, 

sabão em barra e sabonetes finos) considerados de alta qualidade, visto que o licuri é 

considerado o melhor óleo brasileiro para a produção de sabão (Ramalho, 2008) 

(Figura 3).  
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         Fonte: www.trollada.com.br 

Figura 4. Produtos comercializados originados do licuri: óleo de licuri (A); 

licuri em conserva (B); cestas feitas com a palha da palmeira (C). 

 

Para a extração do óleo de licuri, as mulheres das comunidades do Senhor do 

Bonfim e Caldeirão Grande, Bahia, catam na mata os coquinhos de licuri depois 

separam os melhores e maiores para a extração do óleo. Os pequenos que sobram 

passam pela trituradora forma o que se chama torta do licuri o qual compõe uma rica 

ração para animais. Depois de separados, são quebrados manualmente onde são 

retiradas as amêndoas e em seguida torradas. Após esse processo, as amêndoas já 

torradas vão para a trituradora onde será obtida uma massa. Essa massa triturada vai 

para o fogo junto com água quente, mexendo sempre até o óleo começar a ferver. 

Depois é colocado em um recipiente para a decantação do óleo o qual voltará ser 

submetido a uma segunda fervura. Após a segunda fervura, o óleo está pronto (Escola 

Umbuzeiro, 20012) (Figura 5). 

 

 

 

http://www.trollada.com.br/buscar-imagens-de/licurijpg
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Fonte: www.escolaumbuzeiro.org 

Figura 5. Processo de extração do óleo de licuri. 

 

A determinação da composição nutricional indicou que o fruto é altamente 

calórico. Os principais constituintes das amêndoas são lipídeos e proteínas (Tabela 3), 

na polpa, o α-caroteno é um importante constituinte (Crepaldi et al., 2001). 

 

Tabela 2. Composição química da polpa e da amêndoa do fruto de licuri (Syagrus 

coronata).  

Parâmetros analisados Média e desvio padrão 

 Polpa Amêndoa 

Composição centesimal 

Umidade (%) 77,4 + 0,16 28,6 + 0,38 

Cinzas (%) 1,4 + 0,06 1,2 + 0,01 

Lipídios (%) 4,5 + 0,3 49,2 + 0,08 

Nitrogênio (%) 0,5 2,2 + 0,01 

Proteínas (%) 3,2 11,5 + 0,03 

Carboidratos totais (%) 13,2 9,7 

Composição vitamínica 

xantofila  traços *nd 

α-caroteno traços nd 

β-caroteno (µg.g
-1

) 26,1 + 0,7 nd 

valor pró-vitamina A (ER) 4,4 + 0,1 nd 

α-tocoferol (µg.g
-1

) 3,8 + 0,4 nd 

ácido ascórbico traços nd 

Valor calórico (Kcal.100 g
-1

) 108,6 527,3 

Fonte: Crepaldi et al (2001) /* nd= não detectado 

http://www.escolaumbuzeiro.org/
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A torta de licuri é originada do resíduo obtido da extração do óleo e serve 

como excelente alimento para animais, especialmente para vacas leiteiras. A torta é 

constituída de 41% de substâncias não azotadas, 19% de proteínas, 16% de celulose e 

11% a 12% de óleo (Santos et al., 2006). 

 

 

Fonte: coisasdeumachef.blogspot.com 

Figura 6. Torta de licuri. 

 

O Brasil, em função do seu tamanho e diversidade de clima, solo e flora, 

dispõe mais de 200 espécies de oleaginosas que podem ser utilizadas na produção de 

biodiesel (Beltrão, 2006). O licuri além de suas diversas utilidades, e com o advento 

do biodiesel, vem despertando grande interesse por parte dos produtores rurais do 

sertão nordestino em manejar seus povoamentos naturais e até mesmo em estabelecer 

novos plantios para fins de produção de biodiesel.  

A maioria das palmeiras brasileiras não está ameaçada de extinção. Porém 

devido ao uso desordenado dos povos indígenas locais, para artesanato do licuri, esta 

palmeira esta extinta em Águas Belas, no sertão de Pernambuco e municípios vizinhos 

(Rufino, 2008). 
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Resumo 

 

Espécies de Aspergillus vem sendo objeto de estudos devido às suas multiplas 

aplicações em escala industrial como na produção de alimentos, detergentes, 

cosméticos e fármacos, pois possuem capacidade de produzir lipases normalmente 

extracelulares. A grande demanda industrial por novas fontes de lipases com 

diferentes características tem estimulado a busca de novas cepas de microrganismos 

lipolíticos, principalmente de fungos. O objetivo deste trabalho foi selecionar culturas 

de Aspergillus preservadas sob óleo mineral na Micoteca-URM quanto à produção de 

lipases utilizando substrato de baixo valor comercial. A caracterização qualitativa foi 

realizada em placa de Petri utilizando Tween 20 como substrato e a qualitativa em 

fermentação em estado sólido utilizando farelo de licuri como fonte de carbono. No 

teste qualitativo nenhuma cultura apresentou halo de degradação, entretanto em 

fermentação em estado sólido todas as culturas produziram lipases com atividades 

que variaram de 74,33 a 197,44 U/gss. A. candidus URM5611 apresentou a maior 

atividade lipolítica com 197,44 U/gss, após 48 horas de fermentação. A lipase de A. 

candidus apresentou melhor atividade em pH 2,5 e 65ºC. A capacidade da lipase de A. 

candidus ser estável em uma ampla faixa de pH (2,5–9,0) e temperatura (30–65°C) 

sugere o uso desta cepa em processos biotecnológicos industriais.  

 

Palavras-chave: Aspergillus, farelo de licuri, lipases. 

  

Introdução 

 

As lipases (glicerol ester hidrolases, E.C. 3.1.1.3) compreendem um grupo de 

enzimas hidrolíticas que atua geralmente na interface orgânico-aquosa, catalisando a 

hidrólise e a síntese de ésteres formados por glicerol e ácidos graxos de cadeia longa 

(Sharma et al., 2001; Treichel et al., 2010).   

A função biológica destas enzimas é primordialmente catalisar a hidrólise de 

triglicerídeos insolúveis para gerar ácidos graxos livres, mono e diacilgliceróis e 

glicerol. Entretanto, em condições em que a disponibilidade de água no meio é 

reduzida, a maioria das lipases pode exercer sua atividade catalítica reversa, 

catalisando também reações de esterificação e transesterificação, entre outras. Assim, 

devido às diferentes reações que são capazes de catalisar e às suas características de 

régio e enâncio seletividade, as lipases, além de sua utilização em áreas tradicionais, 

como a indústria de detergentes e alimentícia, vêm sendo intensamente empregadas 

nos mais diversos campos: indústria farmacêutica, de química fina, oleoquímica, de 

couros, de polpa e papel e no tratamento de resíduos industriais (Freire e Castilho, 

2000; Sharma et al., 2001; Messias et al., 2011). 
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As lipases são encontradas na natureza em animais, vegetais e microrganismos. 

O interesse pelas lipases microbianas tem crescido muito devido principalmente à sua 

maior estabilidade e diversidade quando comparadas a lipases de outras fontes. Assim, 

a descoberta de novas lipases, a partir da seleção de microrganismos, com 

características desejáveis (estabilidade a altas temperaturas e amplas faixas de pH, alta 

especificidade em relação a certos ácidos graxos e enâncio seletividade), pode guiar 

promissoras perspectivas científicas e comerciais (Björkling et al., 1991; Cotensini et 

al, 2010). 

Apesar de tradicionalmente produzir-se enzimas por meio da fermentação 

submersa pela maior facilidade de controle do processo, a fermentação em substrato 

sólido (FSS) apresenta vantagens em relação à primeira (Santos et al., 2006). Entre 

essas pode-se destacar: o meio de cultura é mais simples e barato, geralmente 

constituído por resíduos de produtos agrícolas não refinados (por exemplo, palhas, 

bagaços), que muitas vezes são até descartados pelas indústrias de beneficiamento 

agrícola; menor produção de resíduos resultante do processo fermentativo; menor 

utilização de água, o que evita inclusive a contaminação por bactérias que geralmente 

requerem maior quantidade de líquido no meio; menor demanda de energia; facilidade 

na aeração do meio, havendo maior difusão de gases; possibilidade de produção de 

esporos, impossíveis de se obter por fermentação submersa (Hölker et al., 2004). 

Dentre as alternativas existentes a fim de diminuir estes custos, está o emprego de 

resíduos agroindustriais a FES, o qual se mostra uma fonte riquíssima de substratos 

para aplicação neste processo (Murugan et al., 2011). 

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi a seleção de isolados de Aspergillus 

produtores de lipase utilizando fermentação no estado sólido para posterior otimização 

do meio de cultivo e das condições de cultivo a fim de produzir um biocatalisador a 

custos reduzidos. 

 

Metodologia 

 

Micro-organismos 

 

Foram utilizadas para a verificação da viabilidade e autenticação taxonômica 

18 espécies de Aspergillus preservadas sob óleo mineral (Sherf, 1943) estocadas desde 
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2007 na Coleção de Culturas - Micoteca URM do Departamento de Micologia, Centro 

de Ciências Biológicas, Universidade Federal de Pernambuco, Brasil. 

 

Caracterização morfológica 

 
As culturas de Aspergillus foram reativadas e autenticadas taxonomicamente.  

Os esporos das culturas foram suspensos em 1,0 mL de uma solução contendo 0,2 % 

de ágar e 0,05 % de Tween 80. Desta suspensão, 2,0 µL foram inoculados em três 

pontos das placas de Petri contendo 25 mL de CZ e MEA. As culturas foram 

incubadas durante sete dias, no escuro, a 25 °C e, em seguida, as características 

morfológicas como o diâmetro e a cor das colônias, tipo de vesícula, seriação (uni ou 

biseriado) do conidióforo, a morfologia e ornamentação da parede dos conídios, 

serãoanalizadas e comparadas com chaves taxonômicas e guias disponíveis para o 

gênero Aspergillus (Raper e Fennell, 1965; Klich, 2002; Samson et al., 2007).  

 

Seleção de culturas de Aspergillus produtoras de lipases 

Seleção em meio sólido 

 

Fragmentos de culturas de Aspergillus foram inoculados no centro da placa de 

Petri, contendo Batata Dextrose Ágar (BDA) a 28°C. Após sete dias de crescimento 

foram retirados discos de 5 mm de diâmetro e transferidos para o centro da placa de 

Petri com meio de cultura, em triplicata, proposto por Sierra (1957), contendo  peptona  

(10g/L), cloreto de sódio (5g/L), cloreto de cálcio (2g/L), ágar (20g/L), Tween 20 

(10mL/L), ajustado o pH para 7,4. As culturas foram incubadas em BOD 

(Biochemical Oxygen Demand) (TECNAL TE424, Brasil) 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 

medida da relação entre o diâmetro do halo e o diâmetro do crescimento da colônia 

segundo Hankin e Anagnostakis (1975). Todos os ensaios foram realizados em 

triplicata. 
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Seleção por fermentação em estado sólido (FES) 

 

As fermentações foram realizadas em frascos tipo Erlenmeyers de 250 mL, 

contendo 10 g de farelo de licuri, óleo de oliva como indutor a 1%, umedecido com 

tampão fosfato 0,1 mol/L mantido a umidade inicial de 50%, pH 7,0. Os frascos foram 

autoclavados, resfriados e inoculados com 1 mL da suspenção de esporos na 

concentração de 5x10
8
 esporos mL

-1
 e incubados 30°C em estufa BOD por até 96 

horas (Sabu et al., 2005).  

Após 96h, foram retirados três frascos para a obtenção do extrato bruto e 

dosagem da atividade enzimática. Em cada frasco foram adicionados 50 mL de água 

destilada esterilizada com 0,01% de Tween 80 e mantidos em agitador rotativo 

(Shaker TECNAL) a 150 rpm durante 10 minutos. O substrato fermentado foi 

submetido à filtração seriada usando gaze estéril e papel de filtro (CELAB 22,15 

micra) com o auxílio de uma bomba a vácuo. Os filtrados foram considerados como 

extrato bruto, distribuídos em tubos Falcon de 50 mL e preservados em 4°C (Sabu et 

al., 2005). 

  

Atividade enzimática 

 

A atividade enzimática foi realizada pelo método titulométrico, utilizando óleo 

de oliva (10% m/v) como substrato para dosagem da enzima, o qual foi emulsionado 

com goma arábica (5% p/v) em água destilada. A 5 mL desta emulsão foi adicionado 1 

mL do extrato enzimático bruto, incubados por 1 hora a 37ºC, posteriormente titulados 

com uma solução de NaOH (0,05 M) segundo Watanabe et al. (1977). A dosagem da 

atividade lipásica foi realizada utilizando fenolfitaleína como indicador e a média 

aritmética dos valores foi utilizada para determinação do cálculo da atividade 

enzimática. Uma unidade de atividade lipásica foi definida como a quantidade de 

enzima que libera 1µmol de ácido graxo por minuto nas condições descritas acima que 

pode ser determinada através da equação segundo Leal (2002).  

 

AL = V1. M . fc . 1000 

                      V2 . t 
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AL = Atividade lipásica (U/mL) 

V1 = Volume da amostra titulada  

M = Molaridade da solução de NaOH 

fc = Fator de correção do NaOH 

V2 = Extrato enzimático 

 t = Tempo  

 

A umidade de cada amostra foi determinada segundo a metodologia da 

Association of Analitycal Communities - AOAC (2003), para posterior conversão dos 

resultados para substrato seco.  

 

Efeito e estabilidade do pH na atividade enzimática  

 

O efeito do pH foi determinado por determinações da atividade enzimática a 

50ºC, do extrato enzimático bruto emulsionado por três minutos com goma arábica 

(5% p/v) com óleos de oliva em diferentes pH, utilizando os tampões: Citrato-fosfato 

0,05M pH 2,5 a 7,0 e Tris-HCL 0,05M pH 7,4 a 9,0 com variação de 0,4 pontos. Para 

determinação da estabilidade da enzima à temperatura, o extrato enzimático foi 

previamente incubado a temperaturas de 30º a 80ºC com variação de 1 hora e em 

seguida foram submetidas à determinação da atividade lipolítica. As análises foram 

realizadas em triplicata. 

 

Efeito e estabilidade da temperatura na atividade enzimática  

 

O efeito da temperatura foi determinado a constante pH 2,5 ótimo, pela 

incubação do extrato enzimático com o respectivo substrato, com variações de 

temperatura entre 30 a 80ºC, com uma faixa de variação de 5°C, por um período de 

60, 120 e 180 min. A atividade enzimática foi realizada como descrita anteriormente. 

Todas as análises foram realizadas em triplicata. Para determinação da estabilidade 

da enzima ao pH o extrato enzimático foi previamente submetido à ação de 

diferentes valores de pH pelo uso das soluções tampões, com pH variando entre 2,5 a 

9,0 por um período de 60, 120 e 180 min e em seguida foram submetidas à 
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determinação da atividade lipolítica como descrita anteriormente. As análises foram 

realizadas em triplicata.  

 

Resultados e discussão 

 

Viabilidade e autenticação taxonômica das culturas de Aspergillus 

 

  Todas as espécies testadas estão mantidas na Coleção de Culturas - Micoteca 

URM sob óleo mineral, após reativadas preservaram suas características morfológicas 

(Tabela 1). As culturas de Aspergillus apresentaram colônias de coloração variada de 

acordo com  características de cada espécie, com texturas que variam de rugosas a 

pulverurentas, hifas hialinas, vesiculas globosas a subglobosas, seriação uni e 

bisseriada (Figura 1).  

O método de preservação sob óleo mineral apresentou-se adequado para a 

manutenção de culturas de Aspergillus, uma vez que manteve a viabilidade das 

mesmas, com estabilidade das características morfofisiológicas após estocagem por até 

5 anos, sendo que estes resultados concordam com Braz et al. (2009) que avaliaram a 

viabilidade de 31 isolados de Acremonium,  onde 26 mantiveram-se viáveis quando 

preservadas sob óleo mineral na Micoteca URM e 24 foram autenticados 

taxonomicamente após 31 anos de preservação.  

 

Tabela 1 - Viabilidade e autenticação taxonômica de culturas de Aspergillus 

preservadas sob óleo mineral isoladas de torta de mamona a partir de 2007 na Coleção 

de Culturas - Micoteca URM. 

 

URM* ESPÉCIE VIABILIDADE AUT. TAXON. 

5938 Aspergillus caespitosus Raper & Thom  + Confirmada 

5910 Aspergillus awamori Nakas + Confirmada 

5870 Aspergillus niveus Blochwitz + Confirmada 

5838 Aspergillus niger Tiegh + Confirmada 

5829 Aspergillus variecolor Thom & Raper + Confirmada 

5827 Aspergillus melleus Yukawa + Confirmada 

5794 Aspergillus flavus Link + Confirmada 

5792 Aspergillus sclerotiorum G.A. Huber + Confirmada 

5787 Aspergillus parasiticus Speare + Confirmada 
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Cont...    

URM* ESPÉCIE VIABILIDADE AUT. TAXON. 

5774 Aspergillus sydowii Thom & Church + Confirmada 

5701 Aspergillus versicolor (Vuill.) Tirab + Confirmada 

5698 Aspergillus fumigatus Fresen + Confirmada 

5620 Aspergillus japonicus Saito + Confirmada 

5615 Aspergillus stromatoides Raper & Fennell + Confirmada 

5611 Aspergillus candidus Link + Confirmada 

5609 Aspergillus ochraceus G. Wilh + Confirmada 

5608 Aspergillus duricaulis Raper & Fennell + Confirmada 

5606 Aspergillus terreus Thom + Confirmada 

* Número de acesso na Micoteca URM (Recife, Pernambuco, Brasil); + (viável); AUT= Autenticação. 

 

 

 

 

 

 

 

  

         

     

Figura 1. Aspergillus ochraceus URM 5609; A) Colônia em agar extrato de 

levedura czapeck (CYA) com quatro dias de crescimento a 25°C; B) Conidióforos 

hialinos bisseriados e vesícula globosa (aumento de 40x).  

 

Uma ampla variedade de fungos sobrevive nesse método, mantendo uma 

viabilidade entre 6, 7 e até mesmo 20 anos (Figueiredo, 2001). Espécies de 

Cladosporium e Trichosporon preservadas por este método e mantidas na Micoteca 

URM permanecem viáveis por até 40 anos (Silva, 2009). 

Bezerra et al. (2006) obtiveram 20 culturas de Coccidioides immitis preservadas 

sob óleo mineral na Coleção de Culturas do Instituto Oswaldo Cruz e apenas cinco 

foram viáveis, mostrando que este método de preservação não foi adequado para esta 

espécie.  

A B 
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Figueiredo (2001) e Nakasone et al. (2004) afirmam que culturas de fungos 

podem ser preservadas sob óleo mineral por 20 a 32 anos respectivamente, o que 

evidencia as vantagens deste método pela viabilidade de algumas espécies após um 

período prolongado de preservação, além da redução da contaminação por ácaros, 

processo simples e econômico não necessitando de equipamentos onerosos podendo 

ser utilizado por coleções de pequeno e grande porte.  

 

Seleção de culturas de Aspergillus produtoras de lipases 

 

Das 18 espécies testadas em meio sólido para detecção da capacidade lipásica, 

em nenhuma cultura foi observado um halo opaco ao redor da colônia, tanto a 28° 

quanto a 37°C. Porém, apesar da ausência de degradação em meio sólido, todos os 

isolados foram submetidos à fermentação em estado sólido (FES). 

 

Seleção por FES 

 

A atividade lipolítica (AL) total, tendo como substrado o farelo de licuri como 

substrato, variou de 74,33 a 197,44 U/gss, sendo A. candidus URM 5611 o maior 

produtor, seguido de A. flavus URM 5794 e A. sclerotiorum URM 5792 com produção 

de 163,25 U/gss e 154,21 U/gss, respectivamente (Tabela 2).  

Palma et al. (2000) obtiveram atividade lipolítica máxima por Penicillium 

restrictum de 27,8 U/gss com babaçu suplementado com peptona e Cordova et al. 

(2006) obtiveram com cultura de Rhizopus rhizopodiformis uma atividade total de 

43,04 U/gss  utilizando bagaço de cana  com torta  de oliva. Estes valores são 

inferiores aos obtidos neste trabalho, cerca de quatro vezes menor, com relação a todas 

as culturas para atividade lipolítica total. 

Castiglioni et al. (2009) testou a produção de lipases por A. fumigatus em FES 

utilizando casca e farelo de arroz adicionado de óleo de oliva fonte de carbono. O 

valor obtido da atividade total de 117,02 U/gss foi semelhante ao obtido no presente 

estudo por A. caespitosus URM 5938, tendo como fonte de carbono o farelo de licuri e 

óleo de oliva, com atividade total de 117,33 U/gss. Porém, ainda foi inferior ao valor 

máximo obtido com A. candidus URM 5611 com atividade total de 197,44 U/gss. 
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Os fungos do gênero Aspergillus são muito utilizados na produção de enzimas. 

A produção de lipases por espécies de Aspergillus tem sido amplamente relatada, 

principalmente pelo fato dessa enzima ser normalmente extracelular.  O triacilglicerol 

hidrolase, comumente conhecida como lipase é uma enzima catalítica com função de 

hidrolisar ésteres em triglicerídeos para produzir diglicerídeos, monoglicerídeos, 

ácidos graxos e glicerol (Sharma, et al., 2008). Essas reações apresentam vantagens 

dando as enzimas potenciais biotecnológicos, como estabilidade em solventes 

orgânicos, não requerimento de cofatores e ampla especificidade (Azeredo et al., 

2007). 

Aspergillus candidus URM 5611 mostrou-se um grande produtor de lipases, 

sendo selecionado para caracterização enzimática, mostrando-se uma nova espécie 

dentro do gênero, como promissora para ser utilizada em processos biotecnológicos, 

pois não há relatos na literatura da utilização dessa espécie para produção de lipases 

com aplicabilidade industrial. O tempo e o método de preservação não interferiram na 

produção lipolítica, pois cultura com até cinco anos A. candidus URM 5611 

apresentou melhor atividade lipolítica total (U/gss).  

Os resultados obtidos na seleção em meio sólido demonstram que este método 

não é um teste indicado para seleção de culturas de Aspergillus produtoras ou não de 

lípases, tendo em vista que todas as culturas são produtoras de lipases confirmadas na 

seleção em FES. Contudo, alguns autores demonstram a eficácia dessa metodologia 

como critério de seleção para outras enzimas, como por exemplo proteases e outros 

gêneros (Colen et al., 2005; Azeredo et al., 2007). 

 

Tabela 2. Atividade lipolítica total (U/gss) produzidas por culturas de Aspergillus, 

utilizando como substratos farelo de licuri incubadas por 96 h. 

URM Isolados pH 

Final 

SS (g) SFS (g) Umidade 

Final 

Ativ.Total 

(U/gss) 

5938 Aspergillus caespitosus 7,18 1,14 3,10 0,430 117,37 

5910 A.awamori 7,42 1,30 3,18 0,350 99,08 

5870 A.niveus 7,02 1,22 2,66 0,390 115,57 

5838 A.niger 5,98 1,19 2,90 0,405 84,71 

5829 A.variecolor 6,66 1,37 3,18 0,315 95,47 

5827 A.melleus 6,43 1,18 2,56 0,410 112,88 

5794 A.flavus 6,53 1,17 3,35 0,415 163,25 
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Cont...       

URM Isolados pH 

Final 

SS (g) SFS (g) Umidade 

Final 

Ativ.Total 

(U/gss) 

5792 A.sclerotiorum 7,16 1,21 3,01 0,395 154,21 

5787 A.parasiticus 6,38 0,92 2,98 0,540 110,00 

5774 A.sydowii 6,98 1,02 2,92 0,490 94,90 

5701 A.versicolor 6,82 1,14 3,07 0,430 143,33 

5698 A.fumigatus 6,86 1,21 3,25 0,395 90,91 

5620 A.japonicus 5,70 1,18 3,16 0,410 106,27 

5615 A.stromatoides 6,32 0,99 3,50 0,505 128,28 

5611 A.candidus 7,82 1,17 2,96 0,415 197,44 

5609 A.ochraceus 6,69 1,10 2,43 0,450 128,73 

5608 A.duricaulis 7,73 1,27 2,87 0,365 74,33 

5606 A.terreus 6,79 1,27 3,07 0,365 81,89 

SS = Substrato Seco após 18h a 80°C; SFS= Substrato Filtrado Seco após 18h a 80°C; 

Ativ.= Atividade; U/gsu = Unidade por grama em substrato úmido/ U/gss = Unidade 

por grama em substrato seco. 

 

Efeito e estabilidade ao pH  

A maior atividade lipásica foi obtida em pH 2,5 (100%). A lipase de 

Aspergillus candidus URM 5611 foi estável na faixa de pH 2,5-9,0 com valores de 

atividade acima de 65%, a estabilidade máxima foi detectada em pH 7,4 com 79% de 

atividade residual. Estes resultados mostram que a lipase é estável em uma ampla faixa 

de pH (Figura 2). 

Figura 2 – Efeito ( ) e estabilidade ( ) ao pH na atividade lipolítica em 

Fermentação em Estado Sólido (FES) produzida por Aspergillus candidus URM 

5611após 180 minutos de incubação com pH inicial variando de 2,5 a 9,0. 
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Mahadik et al. (2002), obseram que lipases produzidas por Aspergillus niger 

NCIM 1207 teve sua atividade máxima no pH 2,5, e Falony et al. (2006) mostraram a 

estabilidade das lipases numa faixa de pH 2,0-10,0 por A. niger, corroborando com os 

resultados nessse estudo.  

Estudos de Pera et al. (2006), relatam que o pH ótimo de atividade de 

Aspergillus niger está em torno de 6,0. Cai et al. (2009) ao realizarem a purificação e 

caracterização parcial da lipase produzida por Geotrichum sp., observaram que a 

enzima foi estável entre pH 3,0-8,0. Lipases microbianas são mais estáveis na gama de 

pH de 2 a 10,5, como relatado por muitos dos investigadores acima citados. 

Resultados semelhantes foram relatados por outros lipases fúngicas (Phillips, 1991; 

Salleh et al., 1996). 

Sabe-se que fatores como a origem e um mesmo organismo pode apresentar 

isoformas, além das condições do ensaio, tempo de incubação, pH, temperatura, 

metodologia e o substrato utilizado, podem interferir diretamente nas propriedades 

cinéticas e de estabilidade das enzimas (Carvalho et al., 2005). 

 

Efeito e estabilidade a temperatura  

 

O efeito da temperatura sobre a atividade da lipase demostrou que a atividade 

relativa máxima foi obtida a 65 °C (100%) (Figura 4). A enzima mostrou-se estável 

em temperaturas de 30°C a 65 °C, com valores de atividade acima de 95%, a enzima 

foi mais estável a 60 e 65ºC com 120% de atividade residual. Estes resultados 

mostram que a lipase é estável em uma ampla faixa de temperatura (Figura 3). 
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Figura 3 – Efeito ( ) e estabilidade ( ) da temperatura na atividade 

lipolítica em FES por Aspergillus candidus URM 5611 após 180 minutos de 

incubação com temperatura inicial variando de 30 a 80°C em intervalos de 

5°C. 

 

Pastore et al. (2003) verificaram uma atividade ótima da lipase de Rhizopus 

próxima de 40ºC. Em estudos realizados com Yarrowia lipolytica por Gonçalves 

(2007) foi verificado que as lipases produzidas apresentaram atividade ótima em 

temperatura de 30ºC. Saxena et al. (2003) relatam que a temperatura ótima da lipase 

de Aspergillus carneus foi 37ºC, diferindo dos resultados obtidos nesse estudo, uma 

vez que a temperatura ótima para a atividade de lipases produzidas por Aspergillus 

candidus foi 65°C. 

Macêdo et al. (1997) e Carvalho et al. (2005) avaliaram as propriedades cinéticas 

da lipases de G. candindum em extrato bruto, onde as enzimas apresentaram 

estabilidade a 50°C. Maia et al. (2001) obtiveram uma temperatura de 35°C como a de 

maior estabilidade para a lipase produzida por Fusarium solani em meio basal com 

sais minerais, 0,5% de óleos vegetais e 0,5% de trioleína como fonte de carbono em 

120h a 28°C. 

Em vista dos resultados obtidos para a estabilidade sob diferentes temperaturas 

(Figura 5) para as lipases produzidas por fermentação em estado sólido de Aspergillus 

candidus URM5611, observa-se uma termoestabilidade para as lipases incubadas por 
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180 min em temperaturas entre 30° a 80° C em pH constante de 2,5 (tampão citrato 

fosfato 0,5 M), mantendo sua atividade residual acima de 100%. Esta 

termoestabilidade é importante para a aplicação de lipases na indústria de detergentes. 

Lipases termoestáveis tem sido isoladas de muitas fontes, incluindo Mucor pusillus, 

Rhizopus homothallicus e Aspergillus terreus (Singh; Mukhopadhyay, 2012). Uma das 

lipases mais estáveis isolada tem um máximo de atividade a 60°C e matem pelo menos 

90% da atividade após 15 minutos a 60°C (Said; Pietro, 2004). 

 

Conclusões 

 

Espécies de Aspergillus preservadas sob óleo mineral mantêm a viabilidade, 

características morfofisiológicas após longos períodos de estocagem. A seleção de 

cultura de Aspergillus em meio sólido para detecção de lipases, utilizado Tween 20 

como substrato, não é adequada para as espécies desse gênero. Em fermentação em 

estado sólido todas as culturas apresentam atividade lipolítica utilizando resíduo de 

licuri como substrato de baixo custo. A atividade total das lipases produzidas variam 

de 74,33 a 197,44 U/gss. Aspergillus candidus URM 5611 apresenta maior atividade 

lipolítica, tendo uma atividade ótima em pH 2,5 a 65°C e a enzima é estável a uma 

faixa de pH 2,5 a 8,8 e 30 a 65°C, sendo uma espécie promissora para trabalhos 

posteriores. 
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Resumo 

 

As lipases vêm conquistando uma faixa crescente do mercado de enzimas industriais, 

pois o desenvolvimento de pesquisas com o uso de substratos de baixo custo para 

obtenção de enzimas tem sido uma alternativa para reduzir os custos de produção, 

assim este trabalho objetivou verificar as melhores condições de produção de lipases 

em relação à temperatura, pH, concentração de indutor e umidade durante 96 horas 

de produção das lipases por Aspergillus candidus URM 5611 em resíduo 

agroindustrial como substrato. Para determinação das melhores condições de 

produção foi realizado planejamento fatorial completo (2
4
) para avaliar os 

parâmetros temperatura, pH, concentração do indutor e umidade. Com estes 

resultados, conclui-se que o modelo quadrático proposto foi satisfatório para explicar 

os efeitos alcançados com as combinações das variáveis: temperatura, umidade 

indutor e pH. 

 

Palavras-chave: Aspergillus, processo fermentativo, resíduo agroindustrial, 

caracterização lipolítica. 

 

Introdução 

 

As enzimas de fontes microbianas recebem uma particular atenção no mercado 

mundial de bioprodutos devido a sua atual e potencial aplicação na indústria, 

principalmente na de detergentes, óleos e gorduras, fabrica de laticínios e nas 

indústrias farmacêuticas. As principais utilizações das lipases industriais são em 

aditivos para lavagem, detergentes, industrias alimentícias (preparação de substitutos 

do chocolate amargo e produção de sabores especiais). Além disso, tem sido bastante 

utilizada na fabricação de cosméticos (bronzeamento), em tratamentos de esgotos, e 

em diversas reações de transesterificação de triglicerídeos (Castro et al., 2004; Hasan 

et al., 2006; Treichel et al., 2010). 

As lipases (E.C.3.1.1.3, triacilglicerol acilhidrolases) são enzimas que ocupam 

um lugar de destaque entre os biocatalisadores, e tem muitas aplicações, motivo esse 

que faz crescer significativamente sua participação no mercado mundial de enzimas 

industriais. Futuramente, essa classe enzimática terá importância industrial e comercial 

comparável as das peptidases, cuja venda entre as enzimas industriais, alcança de 25% 
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a 40% (Saxena et al., 2003; Hasan et al., 2006; Freire; Castilho, 2008; Cai et al., 2009; 

Barros, Fleuri, Macedo, 2010; Ghasemi et al., 2011). 

O potencial biotecnológico das lipases está relacionado ao fato de que essas 

enzimas catalisam não apenas as reações de hidrolise, mas também as reações de 

esterificação e transesterificação, e mantem sua estrutura química e atividade em 

diferentes solventes orgânicos, e, muitas vezes, não requerem a presença de cofatores, 

catalisam diversas reações em baixa temperatura e pressão, possuem uma larga 

especificidade pelo substrato e exibem alta enantiosseletividade (Tan et al., 2004; Reis 

et al., 2009; Acikel, et al., 2010; Contesini et al., 2010). Podem ser comumente 

encontradas na natureza e são obtidas a partir de fontes animais, vegetais e micro-

organismos. Numerosas espécies de fungos filamentosos são produtoras dessas 

enzimas (Colen, 2006; Hasan et al., 2006; Vargas et al., 2008; Acikel et al., 2010; 

Contesini et al., 2010). 

O gênero Aspergillus é atualmente considerado como um dos maiores 

produtores de substancias biotecnológicas, com diversas espécies encontradas na 

natureza (Liu et al., 2006). Existem cerca de 837 (Hawksworth, 2011) espécies de 

Aspergillus, comumente isolados do solo e de plantas em decomposição. Estes fungos 

produzem um grande número de enzimas extracelulares, muitas das quais são 

aplicadas em vários ramos industriais (Guimarães et al., 2007). 

A fermentação em estado sólido (FES) tem se tornado um grande atrativo para 

produção dessa enzima, como de outros produtos de alto valor agregado, devido à 

utilização de resíduos agroindustriais, bem como à maior produtividade volumétrica 

obtida (Mitchell, Berovic e Krieger, 2002; Ramachandran et al., 2007). Apesar das 

vantagens inerentes a FES, essa tecnologia é ainda pouco utilizada para produção de 

lipases em grande escala. Tal fato deve-se à carência de estudos sistemáticos em escala 

de bancada, como, por exemplo, a definição de microrganismos produtores, de 

substratos adequados e das condições de cultura (Hölker; Lenz, 2005). 

Neste estudo, objetivou-se verificar a produção de lipase por Aspergillus 

candidus URM 5611 por fermentação em estado sólido utilizando resíduo de baixo 

custo.  
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Metodologia 

 

Micro-organismo 

 

O micro-organismo usado foi Aspergillus candidus URM 5611, isolado de 

torta de mamona, preservado sob óleo mineral (Sherf, 1943) desde 2007 na Coleção de 

Culturas - Micoteca URM do Departamento de Micologia, Centro de Ciências 

Biológicas, Universidade Federal de Pernambuco, Brasil. 

 

Planejamento experimental para produção de lipases 

 

Os parâmetros estuados foram: temperatura, umidade, indutor e pH,  utilizando 

um planejamento fatorial completo (2
4
) (Tabela 1). Foram realizados dezesseis 

ensaios para o estudo da produção de lipases e 4 pontos centrais, os quais 

possibilitam a análise do erro experimental. As análises estatísticas foram realizadas 

utilizando o software Statistica 8 (Statsoft inc, 2008). 

 

Tabela 1 - Níveis das variáveis do planejamento fatorial completo (2
4
) para a 

produção de lipases por Aspergillus candidus URM 5611. 

 

 Variáveis Inferior (-1) Central (0) Superior (+1) 

Temperatura (°C) 25 32,5 40 

Umidade 45 60 75 

Indutor (mL) 0 1,5 3,0 

pH 5.5 6.5 7.5 

 

 

Fermentação em estado sólido (FES) para produção de lipase 

 

O experimento foi realizado em duplicata utilizando frasco tipo Erlenmeyer de 

250 mL, com 10 g de farelo de licuri, óleo de oliva como indutor, umidade e pH 

ajustados de acordo com o planejamento. Foram esterilizados a 120ºC durante 15 

minutos em autoclave, resfriados e inoculados com 1 mL da suspenção de esporos na 

concentração 5x10
8
 esporos mL

-1
 e incubados 30°C em estufa BOD (TECNAL) por 

48, 72 e 96 horas (Sabu et al., 2005).  
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Para obtenção do extrato bruto, em 48, 72 e 96h, foram retirados três frascos 

para extração e dosagem da atividade enzimática. Em cada frasco foram adicionados 

50 mL de água destilada esterilizada com 0,01% de Tween 80 e mantidos em agitador 

rotativo (Shaker) (TECNAL) a 150 rpm durante 10 minutos. O substrato fermentado 

foi submetido à filtração seriada usando gaze estéril e papel de filtro (CELAB 22,15 

micra) com o auxílio de uma bomba a vácuo. Os filtrados foram distribuídos em tubos 

Falcon de 50 mL e preservados em 4°C (Sabu et al., 2005).  

 

Atividade enzimática 

 

A atividade enzimática foi realizada pelo método titulométrico, utilizando óleo 

de oliva (10% m/v) como substrato para dosagem da enzima, o qual foi emulsionado 

com goma arábica (5% p/v) em água destilada. A 5 mL desta emulsão foi adicionado a 

1 mL do extrato enzimático bruto, incubados por 1 hora a 37ºC, posteriormente 

titulados com uma solução de NaOH (0,05 M) segundo Watanabe et al. (1977). A 

dosagem da atividade foi realizada utilizando fenolfitaleína como indicador e a média 

aritmética dos valores foi utilizada para determinação do cálculo da atividade 

enzimática. Uma unidade de atividade lipásica foi definida como a quantidade de 

enzima que libera 1µ mol de ácido graxo por minuto nas condições descritas acima 

que pode ser determinada através da equação segundo Leal (2002).  

 

Resultados e discussão 

 

Efeito das variáveis sobre a produção de lipase 

 

Aspergillus candidus URM 5611 utilizando óleo de oliva como fonte de carbono 

para produção lipolítica obteve uma eficiente atividade lipolítica (AL), porém na 

ausência desse óleo como indutor, houve aumento nesta produção teve atividade 

superior, sendo este selecionado para o estudo do efeito das variáveis independentes 

temperatura, pH, umidade, indutor e produção de lípases em fermentação em estado 

sólido a 48 h (Tabela 2).  

A atividade máxima de lipases produzida por A. candidus URM 5611 foi 

122,692 U/gss no ensaio 12 e ocorreu nas seguintes condições: 48 h de fermentação, 

sem a adição de óleo de oliva, em pH 7,5, 75% de umidade a 40ºC. Porém, no ensaio 



Farias, C. M. M. – Produção e Caracterização de Lipases.. .  

                                                                                             

58 

3, foi obtida uma atividade de 121,856 U/gss nas seguintes condições: 48 h de 

fermentação utilizando 0% de óleo de oliva, em pH 5,5, 75% de umidade a 25% 

(Tabela 2). Esta ultima condição foi a mais adequada por apresentar maior produção 

de lipases nos parâmetros analisados e em temperatura ambiente (25°C), portanto a 

análise estatística dos dados nesta temperatura foi selecionada para apresentação e 

discussão dos resultados. 

Este valor (121,856 U/gss) foi maior que o relatado por Kempka et al. (2008), os 

quais testaram um isolado de Penicillium verrucosum utilizando farelo de soja como 

substrato a 27,5°C, com umidade de 55%, e uma atividade de 40 U/gss em 48 horas de 

fermentação. Ul-Haq, Idress e Rajoka (2002), obtiveram 48 U/gss de atividade 

utilizando torta de amêndoa como substrato, a 30°C durante 72 horas pelo fungo 

Rhizopus oligosporus. No entanto, é menor que a atividade lipásica obtida por Mala et 

al. (2007) que avaliaram a produção de lipases por Aspergillus niger a 30ºC, 62% de 

umidade utilizando farelo de trigo e torta de gergelim como substratos, obtendo 384 

U/gss em 72 horas de fermentação. Segundo Santos et al. (2012), máxima atividade 

hidrolítica (71,88 U/gss) foi obtida pelo fungo A. niger quando utilizado farinha de 

semente de abóbora contendo 30% de umidade e temperatura de 30°C em 120h de 

fermentação. A interação entre a temperatura de fermentação e a umidade inicial do 

resíduo foi o parâmetro que mais influenciou o processo. A análise de superfície de 

resposta demonstrou que a produção máxima de lipase pode ser obtida em condições 

de temperatura e umidade da farinha entre 28 e 34,5°C e 25 e 32,5% ou entre 32 e 

40°C e 58 e 65%, respectivamente, demonstrando o potencial da farinha de semente de 

abóbora para obtenção de lipase microbiana. Portanto, esses resultados mostram que 

as características físicas e químicas do substrato determinam a potencialidade na 

produção do composto de interesse e a associação de diferentes fontes de substratos 

pode contribuir para a eficiência e viabilidade econômica do processo. 
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Tabela 2. Resultados do planejamento experimental para a produção lipolítica por 

fermentação em estado sólido de Aspergillus candidus URM 5611. 

 

Variáveis Experimentais 
 

  Atividade Total (U/gss) 

Ensaios 
Temperatura 

(%) 

Umidade 

(%) 

Indutor 

(%) 

pH  
48h 72h 96h 

1 25 45 0 5,5  77,667 39,554 25,553 

2 40 45 0 5,5  73,906 35,443 31,839 

3 25 75 0 5,5  121,856 57,139 43,842 

4 40 75 0 5,5  112,710 38,046 43,208 

5 25 45 3 5,5  45,786 20,534 20,463 

6 40 45 3 5,5  45,031 21,568 18,945 

7 25 75 3 5,5  90,732 34,335 34,614 

8 40 75 3 5,5  77,049 32,169 27,155 

9 25 45 0 7,5  71,333 26,639 24,325 

10 40 45 0 7,5  79,389 27,617 26,932 

11 25 75 0 7,5  87,925 51,149 46,527 

12 40 75 0 7,5  122,692 60,343 69,183 

13 25 45 3 7,5  45,752 21,173 19,591 

14 40 45 3 7,5  54,217 20,035 23,139 

15 25 75 3 7,5  85,366 39,143 30,788 

16 40 75 3 7,5  85,950 35,082 31,694 

17 32,5 60 1,5 6,5  67,176 38,758 37,102 

18 32,5 60 1,5 6,5  74,923 34,995 33,532 

19 32,5 60 1,5 6,5  76,615 46,856 43,685 

20 32,5 60 1,5 6,5  86,818 42,674 43,311 

 

O gráfico de Pareto apresenta os efeitos estimados das variáveis (efeito principal 

ou de primeira ordem) e das interações entre as variáveis (efeito de segunda ordem) 

sobre as variáveis respostas (biomassa e atividade lipolítica), 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 significantes, pois as 

barras que se estendem através desta linha correspondem aos efeitos estatisticamente 

significantes com nível de confiança de 95% (Porto, 2008).  
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Foram demonstrados efeitos significativos nas variáveis estudadas, assim como 

as interações entre essas (Figura 1). Observou-se que, em 48 horas de fermentação a 

umidade apresentou efeito significativo positivo, enquanto o indutor apresentou efeito 

significativo negativo, que representa que os maiores níveis de umidade e menores 

níveis de indutor são melhores para a produção de lipases. As demais variáveis em 

estudo não foram significativas. 

 

 

 

Figura 1- Gráfico de Pareto dos efeitos das interações quanto à resposta da 

atividade lipolítica com 48h de cultivo. 

 

Geralmente os lipídios promovem um aumento da produção de lipases (Mahadik 

et al., 2002; Dominguez et al., 2003), entretanto, neste estudo a fonte lipídica acrescida 

parece ter exercido um efeito inibitório na produção da enzima. Uma situação 

semelhante foi observada por Vargas (2008) que avaliou a produção de lipases por 

Penicillium simplicissimum e verificou que a adição de diferentes óleo à torta de soja 

usada como substrato provocou uma diminuição da produção de lipases, dando 

indicativos de ocorrência de inibição por excesso de substrato. 

Foi possível observar que os ensaios que tinham o indutor suplementando o 

substrato tiveram, de um modo geral, atividades inferiores aos obtidos sem o indutor. 

Isso demonstra que a fermentação utilizando apenas o farelo de licuri sem a adição do 
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óleo de oliva será o suficiente para ter uma boa produção de lipases por A. candidus 

URM 5611. 

Segundo Mahanta et al. (2008) o teor de água é um fator bastante significativo 

nas propriedades físicas do substrato. Elevado teor de água causa a diminuição da 

porosidade do substrato, diminuindo assim a troca de gases. Por outro lado baixo teor 

de água pode acarretar na diminuição do crescimento microbiano e consequente menor 

produção de enzima.  

Inicialmente Dantas e Aquino (2010), avaliaram a influência do teor de água dos 

substratos, entre 35% e 65%, na produção de lipase através da FES. Onde verificou-se 

que houve maior produção de lipase quando empregado cascas de abacate (10 U/gss) e 

sementes de abóbora (24 U/gss) com teor de água de 35% e torta de babaçu (25 U/gss) 

e borra de café (13 U/gss) com teor de água de 45%. Quando utilizado torta de 

mamona como substrato obteve-se máxima atividade enzimática (19 U/gss) nos 

resíduos contendo teor de água de 35% e 45%. 

Contudo, os valores máximos de atividade enzimática obtidos nesse estudo 

foram com 75% de umidade no farelo de licuri (121,856 U/gss e 122,692 U/gss), uma 

vez que sua influência foi significativa positivamente. Sendo assim, quanto maior a 

umidade no meio utilizando farelo de licuri para produção de lipases por A. candidus 

URM 5611 maior será a produção.  

A umidade em níveis muito baixos prejudica o transporte de nutrientes e toxinas 

através da membrana e pode causar a perda das propriedades funcionais de enzimas da 

cadeia metabólica celular (Gervais e Molin, 2003). 

Esta relação é compreendida melhor observando o gráfico quadrado (Figura 2). 

Nesse podemos verificar que os maiores valores de efeito encontram-se na sua base, 

ou seja, correspondem a umidade, mas este efeito é opostos em relação a 

concentrações de indutor.  

As melhores condições de produção de enzimas com atividade lipolítica podem 

ser obtidas sem adição de indutor e uma maior umidade no meio de fermentação.  

 

 

 

 

 



Farias, C. M. M. – Produção e Caracterização de Lipases.. .  

                                                                                             

62 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 – Gráfico quadrado das variáveis (indutor e umidade) tendo como 

variável resposta a atividade lipolítica. 

 

Analisando os custos da fermentação, este resultado é muito interessante quando 

se projeta um processo em escala industrial, pois é mais vantajosa para a indústria a 

produção de enzimas lipolíticas utilizando substratos de baixo custo, por isso é 

interessante à condição na qual não se utiliza indutor, apresentado valores de atividade 

lipolítica superior aos ensaios que utilizava indutor (Tabela 2). Resultados semelhantes 

foram observados por Pinheiro (2006) o qual conclui que apesar do meio industrial 

apresentar uma menor produção em relação ao meio sintético, deve-se levar em 

consideração o baixo custo, mesmo que haja a necessidade de aumentar as 

concentrações dos substratos. 

As melhores condições de produção de enzimas lipolíticas correspondem aos 

ensaios 3 (121,856 U/gss) e 12 (122,692 U/gss), os quais representam as condições 

opostas discutidas anteriormente, sendo a condição sem o extrato de levedura melhor 

para o uso industrial. Pode-se observar que ocorreu produção de lipases em todas as 

condições estudadas, o que demonstra o grande potencial do A. candidus URM 5611 

para produção de lipases. 

Umidade 
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Conclusões 

 

Com base nos ensaios experimentais, as melhores condições de produção das 

lipases por A. candidus URM 5611 são 0% de indutor óleo de oliva, pH 5,5 ou 7,5, 

75% de umidade a 25 ou 40ºC, por 48 h de fermentação.  

As variáveis umidade e indutor foram que mais afetam a produção de lipase 

por A. candidus URM 5611. Pode-se concluir que para se maximizar a produção de 

lipase por A. candidus URM 5611 utilizando farelo de licuri como substrato deve-se 

trabalhar com maior umidade sem a necessidade de indutor no meio. 

Com estes resultados, conclui-se que o modelo quadrático proposto foi 

satisfatório para explicar os efeitos alcançados com as combinações das variáveis: 

temperatura, umidade, indutor e pH. 
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5. CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

 Espécies de Aspergillus preservadas sob óleo mineral em coleções de culturas 

mostrou-se adequada por não afetar a viabilidade e as características 

morfológicas e fisiológicas das culturas após períodos de estocagem. 

 A seleção de culturas de Aspergillus quanto à atividade lipolítica em meio 

sólido utilizando Tween 20 como substrato, não é eficiente para as espécies de 

Aspergillus.  

 Em fermentação em estado sólido, espécies de Aspergillus apresentaram 

atividade lipolítica utilizando resíduo de licuri como substrato, sendo esse um 

substrato economicamente viável. 

 A. candidus URM5611 e A. sclerotiorum URM5792 são indicados para 

determinação das melhores condições de produção de lipases utilizando farelo 

de licuri como substrato. 

  A. candidus URM5611 apresenta a maior atividade lipolítica total de 197,44 

U/gss, sendo selecionada para determinação de condições de produção e 

caracterização parcial da enzima. 

 As melhores condições de produção das lipases por A. candidus URM5611 são 

0% de indutor óleo de oliva, pH 5,5 ou 7,5, 75% de umidade a 25 ou 40ºC, por 

48 h de fermentação.   

 As variáveis, concentração de indutor e teor de umidade mostraram efeito 

significativo sobre a produção de enzimas lipolíticas e o planejamento fatorial 

foi uma eficiente ferramenta para a determinação para as melhores condições 

de cultivo para a produção destas enzimas  

 Aspergillus candidus apresenta maior atividade lipolítica de 197,44 U/gss, 

tendo uma atividade ótima em pH 2,5 a 65°C e a enzima foi estável em um 

faixa de pH 2,5 a 9,0 a 30 a 80°C sendo uma espécie promissora para trabalhos 

posteriores. 

 O farelo de licuri apresenta grande potencial como substrato, possibilitando o 

bom desenvolvimento quanto à produção de lipases, uma vez que os resultados 

obtidos neste trabalho mostraram não haver necessidade de utilização de 

indutores, o que pode levar a uma considerável economia de matérias-primas 

no processo industrial. 
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