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

aumentando sua aplicabilidade em escala industrial. Os objetivos deste trabalho foram detectar 

e produzir lipases utilizando como substratos Hidrolisado Proteico de Peixe, por culturas de 

Aspergillus seção Terrei mantidas na Micoteca URM; autenticar por taxonomia clássica e 

molecular as culturas de Aspergillus seção Terrei da Micoteca URM; selecionar o melhor 

produtor, verificar as melhores condições de produção da enzima; determinar o efeito e a 

estabilidade das lipases ao pH, temperatura, solventes orgânicos, inibidores e íons metálicos; 

Otimizar as etapas de aplicação da lipase no tratamento de efluente de laticínios. Foram 

realizadas a reativação e autenticação das culturas através das características morfofisiológicas. 

A seleção do melhor produtor foi realizada por fermentação submersa, utilizando hidrolisado 

de peixe como substrato. Das 28 culturas preservadas sob óleo mineral, todas foram analisadas 

com perfil morfológico, sendo confirmadas como espécies pré-descritas pela abordagem 

molecular, 21 culturas foram identificadas como da espécie Aspergillus terreus. O estudo de 

produção foi dirigido utilizando Planejamento Estatístico do tipo Plackett-Burman, o qual 

foram analisadas 10 variáveis, sendo concentração do hidrolisado proteico de peixe e extrato 

de levedura as únicas que influenciaram na produção da enzima. Os valores ótimos de produção 

foram: concentração do hidrolisado proteico de peixe (10% v/v), extrato de levedura (0,2 p/v), 

tempo de fermentação (120 h), rotação (150 rpm), pH 7,5 a 30 ºC. O extrato enzimático bruto, 

após a etapa de otimização de produção, foi submetido a testes de caracterização enzimática, 

cujo foi demonstrado a estabilidade da enzima frente uma grade faixa de pH, a solventes 

orgânicos, íons metálicos e não teve sua atividade comprometida pela maioria dos inibidores. 

Posteriormente, foi realizada a etapa de pré-purificação do extrato bruto afim de diminuir os 

contaminantes presentes, através da precipitação com sulfato de amônio e diálise. Com isso, foi 

realizada a etapa de aplicação da enzima, no estado bruto e pré-tratado, mostrado eficácia no 

processo quando utilizado o extrato enzimático bruto. Isso mostra a viabilidade da aplicação da 

enzima em etapas que não necessitam de sua purificação, diminuindo o custo final do processo 

de tratamento do efluente para uma escala industrial. 

 
Palavras-chave: Lipases. Resíduo Pesqueiro. Efluente de laticínios. 
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ABSTRACT 

 

 

 

Aspergillus species have been studied because of the ability to produce lipases, increasing their 

applicability on an industrial scale. The objectives of this work were to detect and to produce 

lipases using Fish Protein Hydrolyzate substrates, by cultures of Aspergillus Terrei section kept 

in the URM Micoteca; authenticate by classical and molecular taxonomy the cultures of 

Aspergillus Terrei section of the URM Micoteca; select the best producer, check the best 

production conditions of the enzyme; determine the effect and stability of lipases at pH, 

temperature, organic solvents, inhibitors and metal ions; Optimize the steps of lipase 

application in the treatment of dairy effluent. The reactivation and authentication of the cultures 

through the morphophysiological characteristics were performed. The selection of the best 

producer was performed by submerged fermentation using fish hydrolyzate as substrate. Of the 

28 cultures preserved under mineral oil, all were analyzed with morphological profile, being 

confirmed as species pre-described by the molecular approach, 21 cultures were identified as 

of the species Aspergillus terreus. The production study was conducted using Plackett-Burman 

Statistical Planning, which analyzed 10 variables, being the concentration of fish protein 

hydrolyzate and yeast extract the only ones that influenced the production of the enzyme. The 

optimal production values were: fish protein hydrolyzate concentration (10% v / v), yeast 

extract (0.2 p / v), fermentation time (120 h), rotation (150 rpm), pH 7, 5 to 30 ° C. The crude 

enzymatic extract, after the production optimization stage, was submitted to enzymatic 

characterization tests, which demonstrated the stability of the enzyme against a high pH range, 

to organic solvents, metallic ions and was not affected by the majority of inhibitors. 

Subsequently, the pre-purification step of the crude extract was carried out in order to reduce 

the contaminants present, through precipitation with ammonium sulfate and dialysis. With this, 

the step of applying the enzyme, in the raw and pre-treated state, was shown to be effective in 

the process when the crude enzyme extract was used. This shows the feasibility of applying the 

enzyme in steps that do not require its purification, reducing the final cost of the effluent 

treatment process to an industrial scale. 

 
Keywords: Lipases. Fishery residue. Effluent of dairy products. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 
As lipases (triacilglicerol hidrolases, E.C. 3.1.1.3) são enzimas pertencentes à família das 

hidrolases, que atuam na interface orgânico-aquosa, demonstrando níveis consideráveis de 

atividade e estabilidade em ambientes aquosos e não aquosos, ao contrário de outras enzimas. Em 

baixas concentrações de água, podem ainda catalisar reações de esterificação e 

transesterificação (Martins et al., 2008; Silva et al., 2014). Estas enzimas se destacam por 

apresentarem diversas aplicações em vários setores industriais como na indústria alimentícia 

(Kar et al., 2012); indústria farmacêutica (Singh et al., 2012); indústria oleoquímica (Mota et 

al., 2014); em formulação de detergentes (Nunes et al., 2012), no tratamento de resíduos 

industriais (Hughes et al., 2012), dentre outras. 

Amplamente encontradas na natureza, as lipases podem ser obtidas a partir de fontes 

animais, vegetais e microbianas (Castro et al., 2004). Entretanto, as lipases microbianas são 

comercialmente utilizadas. Estas, constituem um importante grupo de enzimas, devido à 

versatilidade, ou seja, a capacidade de reconhecer diferentes substratos e, portanto, de catalisar 

uma série de reações. As lipases ainda são objetos de estudo de diversas pesquisas científicas 

(Akanbi et al., 2013; Grosso et al., 2013). 

Dentre os fungos produtores de lipases, destacam-se algumas espécies pertencentes ao 

gênero Aspergillus (Hasan et al., 2006). Trata-se de um gênero com aproximadamente 837 

espécies (Hawksworth, 2011), comumente isolados do solo e de planta em decomposição 

(Guimarães et al., 2007). Atualmente com 16 seções, o gênero se destaca com espécies da seção 

terrei pois possui espécies relatadas como produtoras de enzimas de interesse biotecnológico 

(Raper; Fennell, 1965). São reconhecidas nove espécies para a seção, sendo A. terreus e A. 

carneus, mencionadas como produtoras de lipases (Varga et al., 2005; Peterson, 2008; Samson 

et al., 2011), mostrando assim a importância de estudos com outras espécies da seção Terrei 

quanto a produção enzimática (Sexana et al., 2003; Kaushik et al., 2006). 

Uma das limitações atuais para a utilização industrial extensiva das lipases de origem 

microbiana tem sido o custo para a sua obtenção, que é determinado pelo rendimento da 

produção, pelas condições do processo e pela estabilidade da enzima. Portanto, é interessante 

que se procure aumentar a produtividade dos processos fermentativos pelo emprego de novos 

micro-organismos produtores e pela otimização das condições de cultivo, como a composição 

do substrato e parâmetros físicos como temperatura e pH (Silva et al., 2011). A utilização de 

subprodutos de pescados como fontes para produção de lipases, além de agregar valor a estes 
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materiais de baixo custo, pode vir a reduzir o impacto ambiental e o preço final da enzima 

(Ghasemi et al., 2014). 

O setor pesqueiro é uma atividade de grande importância econômica em diversas 

localidades do Brasil. A industrialização de peixe gera uma quantidade expressiva de resíduos 

ricos em proteínas e em ácidos graxos de cadeia longa. As gorduras animais são geralmente 

mais baratas do que óleos vegetais, porque, em vez de um produto primário, representam um 

subproduto da agroindústria animal; entretanto a demanda de acordo com dados da FAO (2014), 

a demanda por óleo tem crescido e já não é mais considerado um produto de baixo valor, pois 

existe uma tendência crescente no uso de peixes pelágicos para consumo humano ao invés de 

se utilizar apenas para produção de farinha. Segundo a organização internacional de farina e 

óleo de peixe, em 2010, 71% da produção de óleo foi destinada a aquicultura e 26% para 

consumo humano (FAO, 2014). 

Entre as gorduras animais, destacam-se os óleos de peixe, que representam um grande 

potencial de oferta, pois dos 158 milhões de toneladas produzidos, 21,7 milhões de ton. (14%) 

foram destinadas para alimentação animal e produtos farmacêuticos, dos quais 16,3 milhões de 

ton. (75%) foram utilizados na elaboração de farinha e óleo de peixe (FAO, 2014). Os resíduos 

sólidos do beneficiamento de peixe são destinados principalmente à alimentação animal, mas 

também podem ser aproveitados para a produção de produtos bioquímicos (Lima, 2013). 

A produção de enzimas, como a lipase, representa uma boa opção de mercado para 

aproveitamento do óleo extraído, além de outros subprodutos, dos resíduos gerados pela indústria 

de beneficiamento de peixe. Considerando o aproveitamento de resíduos da indústria pesqueira, 

associado a crescente preocupação com os impactos ambientais, igualmente a extraordinária 

diversidade microbiana, é importante caracterizar novas espécies de Aspergillus produtoras de 

lipases e identificar novas fontes de substrato para produção desta enzima, bem como testar a 

viabilidade da sua utilização biotecnológica. 
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 
 

2.1 ÓLEOS E GORDURAS 

 
 

Os óleos e gorduras são substâncias insolúveis em água (hidrofóbicas), de origem animal, 

vegetal ou mesmo microbiana, formados predominantemente de produtos de condensação entre 

glicerol ou glicerina e ácidos graxos chamados triglicerídeos (Moretto; Fett, 1989). Segundo 

Lehninger et al., (2002) os lipídeos mais simples contendo ácidos graxos são os triacilgliceróis, 

também chamados triglicerídeos, gorduras ou gorduras neutras. 

Os triacilgliceróis são compostos por três moléculas de ácido graxo, unidas por ligação 

éster a uma só molécula de glicerol. Aqueles contendo o mesmo tipo de ácido graxo em todas 

as três posições esterificáveis do glicerol são chamados triacilgliceróis simples. Em sua maioria, 

os triacilgliceróis encontrados na natureza são mistos, isto é, contêm dois ou três ácidos graxos 

diferentes entre si (Braga, 2012). Como as hidroxilas polares do glicerol e os grupos 

carboxilatos polares dos ácidos graxos estão unidos nas ligações ésteres, os triacilgliceróis são 

moléculas não polares, hidrofóbicas e essencialmente insolúveis em água (Fig. 1). 

 

 
Figura 1. Reação de formação de um triglicerídeo. Fonte: Braga (2012). 

 

 

A diferença entre óleos e gorduras reside exclusivamente na sua aparência física. As 

gorduras apresentam aspecto sólido e os óleos líquidos. A Resolução nº20/77 do Conselho 

Nacional de Normas e Padrões para Alimentos (CNNPA) define a temperatura de 20ºC como 

limite inferior para o ponto de fusão das gorduras, classificando como óleo quando o ponto de 

fusão se situa abaixo de tal temperatura. O termo gordura, contudo, é o mais abrangente e 

usualmente empregado quando o estado físico não tem maior significância. 

As propriedades físicas e químicas das matérias graxas são determinadas pela natureza 

dos ácidos graxos que as constituem. A proporção de grupos acilas saturados e insaturados 

presentes nos triglicerídeos é o que diferencia os óleos (líquidos) das gorduras (sólidas); 
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triacilglicerídeos são constituídos predominantemente por ácidos graxos saturados com número 

de átomos de carbonos maior ou igual a dez são sólidos. Os óleos, líquidos a temperatura 

ambiente, são constituídos em maior proporção por triglicerídeos formados em insaturados 

(Viani, 1996). 

 
2.1.1 Composição e estrutura dos óleos e gorduras 

 
 

Os óleos e gorduras trazem como componentes substâncias que podem ser reunidas em 

duas grandes categorias - os glicerídeos e os não glicerídeos. Tendo uma participação 

importante na constituição das moléculas dos glicerídeos e de certos não glicerídeos, os ácidos 

graxos livres (AGL), ocorrem em quantidades geralmente pequenas e, conforme Lehninger et 

al. (1986), estes são não esterificados, com um grupo carboxilato livre. Esses componentes 

chegam a representar até 96% do peso total dessas moléculas e, assim, contribuem nas propriedades 

mais características dos diferentes óleos e gorduras. Os AGL têm, no entanto, uma participação 

tão importante na constituição das moléculas dos glicerídeos, e de certos não glicerídeos, que 

chegam a apresentar até 96% do peso total dessas moléculas e, assim, contribuem nas 

propriedades mais características dos diferentes óleos e gorduras (Braga, 2012). 

 
2.1.1.1 Ácidos graxos 

 
 

Os ácidos graxos são ácidos carboxílicos de cadeia longa, podendo ser saturados ou 

insaturados, dependendo de sua natureza. Estes ocorrem naturalmente nas gorduras e óleos 

vegetais, diferindo uns dos outros basicamente pelo número de átomos de carbono na sua cadeia 

e pela presença ou ausência de insaturações. (Moretto; Fett, 1989). 

Solomons (1996) define ácidos carboxílicos ou carboxilácidos como compostos 

orgânicos com um ou mais grupos carboxila (carbonila + hidroxila), simbolizado por (-CO2H 

ou -COOH) ligados à cadeia carbônica. O grupo carboxila é um dos grupos funcionais de 

presença mais ampla na Química e na Bioquímica. São substâncias polares, e suas moléculas 

formam fortes ligações hidrogênio umas com as outras, além da água. 

Os ácidos graxos de ocorrência natural nas gorduras, em geral, possuem longa cadeia 

constituída de átomos de carbono e hidrogênio (cadeia hidrocarbonada) e um grupo terminal, 

chamado grupo carboxila, característico dos ácidos orgânicos. Os ácidos graxos saturados são 

os que possuem todos os átomos de carbono da cadeia hidrocarbonada ligados a, pelo menos, 

dois átomos de hidrogênio (Braga, 2012). 
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2.1.1.2 Não glicerídeos 

 
 

Em todos os óleos e gorduras, encontram-se pequenas quantidades de componentes não 

glicerídeos; os óleos vegetais brutos contêm menos de 5% e os óleos refinados menos de 2%. 

Moretto e Fett (1989), relatam que dependendo da importância prática, os não glicerídeos são 

usualmente reunidos em seis grupos: óleos e gorduras, ceras, hormônios esteroidais, colesterol, 

vitaminas lipossolúveis (A, D, E e K) e os fosfatídeos. 

Os fosfatídeos são os principais representantes dos não glicerídeos de principal ocorrência 

nos óleos brutos. Todos os óleos e gorduras brutos contêm uma variedade de fosfatídeos. Nas 

moléculas dos fosfatídeos, há uma região de grande afinidade pela água (sítio hidrofílico e outra 

representada pelas cadeias hidrocarbonadas dos ácidos graxos, hidrofóbica). Quando a região 

hidrofílica é hidratada, os fosfatídeos se insolubilizam no óleo. Nessa condição, facilmente são 

removidos (degomagem) (Moretto; Fett, 1989). 

 
2.1.1.3 Glicerídeos 

 
 

Os glicerídeos são definidos como produtos da reação entre a molécula de glicerol com 

até três moléculas de ácidos graxos, sendo classificados em monoglicerídeos, diglicerídeos e 

triglicerídeos (Moretto; Fett, 1989). Tratam-se de ésteres de glicerol, enquanto os ácidos graxos 

são produtos da hidrólise dos glicerídeos. Os óleos e graxas são quase sempre, uma mistura de 

triglicerídeos mistos, pois os demais constituintes aparecem em menores proporções, inferiores 

a 5%. É pequena a ocorrência de mono e diglicerídeos e de ácidos graxos livres nos óleos brutos. 

Reda; Carneiro (2007) também citam que, além de triglicerídeos, os óleos contêm vários outros 

constituintes presentes em menor proporção, como mono e diglicerídeos, ácidos graxos livres, 

tocoferol, proteínas, esteróis e vitaminas. 

 
2.2 LIPASES 

 
 

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

entre as carboxil éster hidrolases. Estas enzimas hidrolíticas amplamente distribuídas na 

natureza. Formam o grupo enzimático que estão associados ao metabolismo e à hidrólise dos 

lipídios. Catalisam a hidrólise total ou parcial de triacilgliceróis de cadeia longa (acima de 10 

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

sendo a trioleína o seu substrato padrão, aos ácidos graxos correspondentes e glicerol, 
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constituem uma classe especial de carboxil éster hidrolases (Diaz et al., 2006; Dimitrijevic´ et 

al., 2012). 

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

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

que diferentes cepas poderiam produzir e secretar as lípases e a partir de 1906 iniciaram-se os 

primeiros estudos sobre produção dessas enzimas utilizando-se diversos microrganismos como 

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

As lipases são enzimas hidrolíticas que atuam na interface orgânica-aquosa, catalisando a 

hidrólise de lipídeos para liberar ácidos orgânicos e glicerol, podendo a reação inversa (síntese) 

ocorrer em ambientes não aquosos. Este fenômeno é devido à sua capacidade de utilização em 

uma ampla gama de substratos, à sua estabilidade na presença de solventes orgânicos e à sua 

quimio, regio e enantiosseletividade (Mendes et al., 2013). 

Atualmente as lipases podem ser obtidas de várias fontes, sendo elas: nos animais de 

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

energética e nos micro-organismos (Colla et al., 2012). Embora a lipase mais estudada até hoje 

seja a lipase pancreática, a pesquisa da produção de lípases a partir de micro-organismos vem 

crescendo nos últimos anos. Do ponto de vista industrial estas enzimas são mais estáveis que 

as extraídas de plantas e animais, tornando sua produção mais conveniente e segura, além disso, 

permitem produção em maior escala e podem ser mais facilmente expressas via clonagem em 

outros organismos, o que facilita sua obtenção e purificação (Hasan et al., 2006). 

Apesar de células vegetais e animais também serem utilizadas como fontes de enzimas, as 

enzimas extracelulares de micro-organismos são preferíveis devido ao custo de sua extração, 

isolamento e purificação (Said, Pietro, 2004). As principais vantagens das enzimas de origem 

microbiana, segundo Oliveira et al., (2006), são a sua maior facilidade de produção em larga 

escala; características físico-químicas diferentes, geralmente relacionadas ao habitat e à 

fisiologia do micro-organismo produtor (organismos termófilos produtores de enzimas 

termoresistentes); possibilidade de manipulação genética e representam recurso renovável. Por 

isso que a identificação de novas fontes microbianas, principalmente não toxicas ao organismo 

humano, é de grande interesse, pois além de garantir o suprimento de enzimas aos mais variados 

processos industriais tornam possível o desenvolvimento de novos sistemas enzimáticos que não 

podem ser obtidos de plantas ou animais (Pereira, 2013). 

As lipases também atuam como catalisadores em diversas reações. Possuem alta 

especificidade, estabilidade e condições reacionais brandas, incluindo as reações de esterificação, 

transesterificação, lactonização, acilação regioseletiva e aminólise (Colla, 2012). Estima-se que 
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apenas 5% dos fungos já foram avaliados e identificados como produtores de enzimas de 

interesse industrial. Muitas linhagens de micro-organismos já foram melhoradas geneticamente 

em laboratório para atender um potencial enzimático considerável, porém há sempre uma grande 

possibilidade que a natureza abrigue uma linhagem com ainda um maior potencial de produção 

e qualidade enzimática na forma selvagem (Pereira, 2013). 

Atualmente, muitas fontes de carbono têm sido estudadas pois existe um interesse 

expressivo em otimizar estas fontes durante a produção de lipase e também em encontrar 

alternativas economicamente mais atrativas. As lipases têm encontrado aplicações promissoras 

em uma variedade de segmentos biotecnológicos, como em indústrias de alimentos, 

detergentes, na biotransformação de óleos e gorduras, obtenção de fármacos, tratamento 

biológico de águas residuárias, aceleração da biodegradação de polímeros. Alguns desses 

polímeros como os hidrocarbonetos de petróleo, têm sido mencionados como substratos 

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

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

 
2.2.1 Biotecnologia e lipases 

 
A produção de enzimas microbianas é considerada é um dos principais setores da 

biotecnologia industrial (Almeida et al., 2012). Nos últimos anos os avanços biotecnológicos na 

produção industrial das lipases vêm proporcionando sua aplicação nos diferentes segmentos 

industriais e biotecnológicos (Padilha, 2011). Novas enzimas e usos estão sendo descobertas a 

partir do trabalho conjunto de equipes multidisciplinares da Microbiologia, Bioquímica, 

Química, Engenharia Bioquímica, entre outras áreas, complementando os conhecimentos que 

cada área possui sobre as enzimas (Orlandelli et al., 2012). 

O mercado mundial das enzimas divide-se em três segmentos: enzimas empregadas na 

indústria de alimentos; enzimas técnicas e enzimas empregadas na produção de ração animal. 

Destes três grupos, destacam-se as enzimas destinadas aos setores de alimentos, que são 

empregadas basicamente na produção de xarope de açúcar invertido e de compostos 

aromatizantes, e as enzimas técnicas, que são utilizadas na formulação de detergentes, produção 

de papel e celulose, manufatura de couros e produção de fármacos. No setor industrial as enzimas 

mais utilizadas são as proteases, que ocupam 40% do mercado de enzimas, seguidas das 

carboidrases (amilases e celulases) e lipases (Mendes et al., 2011). 

Silva (2014) discute em seu trabalho a importância dos avanços em relação às pesquisas 

com lipases quando afirma que grupos brasileiros e estrangeiros têm procurado lipases com 
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propriedades melhoradas e apropriadas à sua utilização como eficientes biocatalisadores de 

processos industriais. A escolha do micro-organismo, meio de cultivo e processos adequados, 

visa aumentar a produtividade e o rendimento, aperfeiçoar o processo, objetivando reduzir custos 

e ampliar a produção, saindo da escala de bancada para a produção em larga escala. 

A maioria das lipases microbianas industriais são derivadas de fungos, diversos gêneros 

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

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

valorizadas por não serem nocivas à saúde humana, reconhecidos como GRAS (Generally 

Regarded as Save). Lipases de Rhizopus oryzae, Aspergillus niger, Penicillium camembert, 

Penicillium roquefort, e da levedura Candida rugosa estão sendo comercializadas atualmente 

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

queijos, para a determinação de triglicerídeos, como aditivo em preparações digestivas e para 

síntese quiral. Considerando a extraordinária diversidade microbiana e a importância dos 

fungos como produtores de enzimas, justifica-se a busca de novos biocatalisadores com 

características especiais e passíveis de aplicação em biocatálise (Dimitrijevic´ et al., 2012). 

 

2.2.2 Características físico-químicas e cinéticas das lipases 

 
 

As enzimas são sensíveis às variações da concentração de H+ do meio. Existe uma faixa de 

pH onde a atividade enzimática é máxima. Geralmente, cada enzima possui um pH ótimo por 

possuírem muitos grupos ionizáveis, pertencentes a resíduos de aminoácidos da molécula, de 

maneira que as trocas de pH podem alterar sua conformação, sua capacidade de união com o 

substrato e a atividade catalítica dos grupos que formam o sítio ativo (Pereira, 2013). 

A taxa específica máxima de crescimento varia com a temperatura de forma análoga à 

observada com a velocidade de uma reação enzimática. A atividade enzimática aumenta com a 

temperatura até um determinado valor, observando-se, a partir daí um decréscimo acentuado, 

decorrente da desativação térmica das proteínas. A temperatura ótima para uma determinada 

cepa, quando cultivada num meio com uma determinada composição e a um valor controlado de 

pH, resulta da interação entre entes dois efeitos (Teixeira et al., 2007; Pereira, 2013). 

A variação da atividade enzimática em função da temperatura é resultado de duas 

tendências antagônicas. De um lado, o aumento da agitação das moléculas com a elevação da 

temperatura, que aumenta a frequência das colisões entre o substrato e a enzima e do outro, a 

desnaturação da enzima, frente à ação do calor. A desnaturação da proteína leva tempo para 

ocorrer, mesmo que o aumento da velocidade da reação se produza de maneira instantânea. Dessa 
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forma, a uma temperatura determinada, a atividade real, medida em unidades, irá diminuindo à 

medida que se aumenta do tempo de incubação (Pereira, 2013). 

A desnaturação modifica a estrutura terciária e quaternária da proteína globular e faz a 

enzima passar de uma conformação ativa para uma conformação desprovida de atividade. De 

maneira geral, as baixas temperaturas não têm efeito desnaturante, entretanto, a repetição de 

transições sólido-líquido e congelamento-descongelamento provoca notáveis perdas de atividade 

(Pereira, 2013). 

Desta forma, percebe-se que a temperatura e o pH são alguns dos fatores de extrema 

importância nas reações catalisadas pelas lipases. Tais condições podem favorecer a velocidade 

de reação por um determinado tempo (Sharma et al., 2008; Padilha, 2011). A maioria das 

lipases apresenta uma faixa ótima de atividade e estabilidade entre pH 6,0 e 8,0 e uma 

temperatura ótima para uma atividade máxima entre 30 e 40°C, com estabilidade que varia 25 

e 70°C, as lipases de origem microbiana são as que possuem maior estabilidade térmica (Castro 

et al., 2004). No entanto, estas propriedades podem variar significativamente, dependendo da 

origem, ou mesmo entre isoformas produzidas por um mesmo micro-organismo (Tab. 1). As 

lipases, geralmente, são glicoproteínas ácidas com massas moleculares entre 20 e 60 kDa (Hiol 

et al., 1999). O seu ponto isoelétrico pode variar entre 4 e 5 (Ferrer et al., 2000). 

 

Tabela 1. Características bioquímicas de lipases de fungos filamentosos. 
 
 

Micro-organismo pH * pH 

estabilidade 

Temperatura * 

(°C) 

Temperatura 

estabilidade (°C) 

Referências 

 

Rhizopus oryzae 

 

7,5 

 

4,5 – 7,5 

 

35 

 

45 

 

Alberton, 2009. 

Rhizopus homothallicus 7,5 - 40 50 Alberton, 2009. 

Rhizopus chinensis 8,0- 8,5 5,5- 7,0 40 30 -35 Alberton, 2009. 

Aspergillus niger 7,0 4,0- 10,0 37 40- 50 Alberton, 

2009;Reinehr 

et al. 2014; 

Dantas e 

Aquino, 2010. 

Aspergillus furmigatus 4,5-5,0 4,0-7,0 37 - Martins, 2008. 

Colletotrichum 

gloesporioides 

6-7 7 30 - Colen, 2006. 

Geotrichum candidum 6,5 7,4 - - Colen, 2006. 

Penicillium roqueforti 6,3 - 28 - Tan, 2004. 

Continuação…      
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Penicillium melinii 8 - 25 - Makhsumkhan, 

2003. 

Phialemonium 4,5-5,0 4,0-7,0 37 - Martins, 2008. 

(*) melhores valores de pH e temperatura para ação de lipase de diferentes micro-organismos. 

(-) Não especificado no trabalho. 

 

 

Sendo as lipases enzimas hidrossolúveis, elas atuam no metabolismo e digestão dos 

triacilgliceróis (Aloulou et al., 2006), apresentando assim uma baixa atividade ou mesmo serem 

inativas em substratos solúveis em soluções aquosas. No entanto, apresentam maior atividade 

quando a concentração do substrato é suficientemente alta para formar agregados micelares ou 

emulsões, uma vez que têm a capacidade de interagir com a interface dos substratos agregados. 

Esse aumento de atividade, na presença de micelas ou emulsões, deve-se ao fenómeno 

conhecido como ativação interfacial (Reis et al., 2008). No caso da ativação de ésteres, a 

situação é diferente, isto porque as esterases catalisam hidrólise de ésteres solúveis, trabalhando 

sem interface e obedecendo às equações de cinética enzimática de Michaelis-Menten, que são 

válidas apenas se as reações catalíticas ocorrerem em fases homogéneas. Dessa forma, a análise 

das reações catalisadas por lipases ocorre utilizando-se substrato lipídico sob a forma de 

emulsão. 

Este fenômeno, conhecido por ativação interfacial, pode ser facilmente observado quando 

se avalia o efeito da concentração de substrato na atividade enzimática. A ativação interfacial 

das lipases foi observada inicialmente por Holwerda et al., (1936) e por Schonheyder; Volquartz 

(1945). Em ambos os casos, os trabalhos foram realizados com lipases pancreática de porco. 

Sarda; Desnuelle (1958) purificaram esta lipase e estudaram detalhadamente este fenômeno, 

observando que a atividade da lipase sobre a triacetina aumentava, notavelmente, uma vez que 

esta superava o seu limite de solubilidade. Levantaram-se duas hipóteses, denominadas de 

modelo da enzima e modelo do substrato. 

O modelo da enzima foi proposto por Desnuelle et al., (1960), supondo que a ativação 

interfacial poderia responder a uma mudança conformacional sofrido pelas lipases. Estas 

reações não se podem descrever mediante uma reação de Michaelis-Menten, uma vez que o 

processo de hidrólise possui diversas etapas (Verger et al., 1980). No que diz respeito ao modelo 

do substrato, a ativação é explicada com a modificação do substrato lipídico na interface: o 

aumento da concentração local do substrato no lugar do centro ativo vai diminuir a orientação 
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e conformação dos lipídios unidos na interface, relativamente à geometria do centro ativo da 

enzima ou à diminuição do grau de hidratação do substrato (Smaby et al., 1994). 

 
 

2.2.3 Características estruturais das lipases 

 
 

Pleiss et al., (1998) compararam a estrutura dos centros ativos de diversas lipases e 

esterases e, como principal conclusão, observaram que os centros das lipases são normalmente 

mais largos e profundos do que os centros presentes nas esterases, o que poderia explicar a 

capacidade que as lipases têm de reconhecer substratos mais variados e com cadeias mais longas 

(p.ex.: trioleína). 

Quando uma lipase está na fase aquosa, abaixo do seu limite de solubilidade, na ausência 

de uma emulsão ou em baixa concentração de um substrato lipídico, há, normalmente, uma 

hélice que cobre o centro ativo, um oligopeptído helicóide denominado por motivo “lid” ou 

“tampa”, que protege o centro ativo. Essa tampa, anfifílica, é constituída por aminoácidos 

polares na parte externa e por aminoácidos apolares na parte interna, em contato com o centro 

ativo (Kamiya et al., 1999). O mecanismo de passagem à conformação fechada para 

conformação aberta é então designado por ativação interfacial (Fig. 2) (Kuncova et al., 2003). 

A determinação da estrutura tridimensional da lipase (obtida por difração de raio-X) 

fornece uma compreensão para a ativação interfacial. O sítio ativo das lipases é coberto por 

uma cadeia peptídica denominada tampa, de natureza hidrofóbica. Quando a tampa encontra 

uma interface lipídeo-água, há interação entre ambas e esta sofre uma alteração conformacional 

(a tampa se move alterando a forma fechada da enzima para a forma aberta) expondo o sítio 

ativo e permitindo a catálise (Messias et al., 2011). A figura 2 representa resíduos de 

aminoácidos que constituem a tampa representados em vermelho e azul; resíduos hidrofóbicos 

da cavidade do sítio ativo representados em amarelo; tríade catalítica representada em verde. 

O centro ativo fica acessível ao substrato e, ao mesmo tempo, a lipase expõe uma larga 

superfície hidrofóbica que facilita a ligação à interface (Secundo et al., 2006). Algumas lipases 

não apresentam o sítio ativo recoberto pela tampa e não precisam da interface para desempenhar 

sua atividade hidrolítica, como é o caso das cutinases, descritas como as menores lipases de 

estrutura conhecida, encontradas em diversos micro-organismos como a lipase B de Candida 

antarctica e de fungos fitopatogênicos, como Fusarium solani e Alternaria solani (Messias et 

al., 2011; Gupta et al., 2015). 
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Figura 2. Lipase de Pseudomonas aeruginosa nas conformações (A) aberta e (B) fechada. Fonte: 

Cherukuvada et al., (2005). 

 

 
As lipases microbianas são glicoproteínas e apresentam em torno de 258 e 544 resíduos 

de aminoácidos, dos quais a maior parte são hidrofóbicos e responsáveis pela interação entre a 

enzima e os substratos insolúveis em água, seu sítio ativo é composto por uma folha β pregueada 

formada por 8 segmentos β (β1 – β8), conectadas, interligadas e envolvidas por α-helices. O 

sítio ativo e composto por uma tríade catalítica formada pelos aminoácidos serina, histidina e 

aspartato (ou glutamato) sendo, portanto, classificadas como serina hidrolases (Fig. 3). O 

resíduo serina é responsável pela catalise e encontra se ligado por ligações de hidrogênio ao 

resíduo histinina, que por sua vez encontra-se ligado a um resíduo carboxilado (aspartato ou 

glutamato) (Castro et al., 2004; Messia et al., 2011). 

Uma característica das lipases associada à presença da tampa que recobre o sítio é a 

formação de agregados moleculares não covalentes. Nesses agregados, os centros ativos 

hidrofóbicos dos monômeros, expostos pelo deslocamento da tampa na interface lipase/lipase, 

entram em contato. A estabilização da forma aberta e ativa dos monômeros em contato formam 

agregados com novos centros ativos, os quais podem apresentar características catalíticas 

distintas dos monômeros O comportamento de agregação pode ser estudado comparando a 

massa molecular da enzima em condições desnaturantes, como SDS-PAGE, e em condições 

nativas, como cromatografia de exclusão molecular (Wilson et al., 2006; Lima et al., 2013). 

A estrutura molecular atribuída às lipases preenche os requisitos estruturais de uma 

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

hidrofóbicos (Castro et al., 2004). 

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

oxigênio do grupo hidroxila do resíduo de serina nucleofílico no carbono carbonílico da ligação 

éster, ocorrendo a formação de um intermediário tetraédrico. Observa-se em todas essas 

enzimas a ocorrência da fenda do oxiânion que estabiliza o estado de transição, onde os 

B A 



Farias, Cyndy M. M. – Produção e Aplicação de Lipases obtidas de Aspergillus seção Terrei.. 28 
 

 

 
 

intermediários tetraédricos são formados. Na próxima etapa, um álcool é liberado após a 

formação do complexo acil-lipase, o qual é finalmente hidrolisado com a liberação dos ácidos 

graxos e regeneração da enzima (Reis et al., 2009). 

 
 

 
Figura 3. Estrutura tridimensional de uma lipase. 

(Fonte: pixshark.com/lipase-enzyme-structure.htm). 

 
2.3 FUNGOS FILAMENTOSOS PRODUTORES DE LIPASES 

 
 

A utilização de diversos gêneros microbianos para produção de inúmeros compostos 

bioativos tem aumentado nas últimas décadas devido à grande eficiência que esses organismos 

apresentam na produção de metabólitos secundários, principalmente as enzimas microbianas 

(Hanefeld et al., 2013). 

Dentre as diversas fontes de enzimas, os micro-organismos compõem um dos maiores 

recursos genéticos disponíveis. Muitas espécies, inclusive, tem sido alvo para investigação da 

potencialidade industrial, principalmente como fontes de amilases, celulases, proteases e lipases, 

que tem especial uso no processamento de alimentos e detergentes (Oyeleke et al., 2011). 

Com o avanço no conhecimento das enzimas, os fungos vêm adquirindo um status de 

destaque para vários tipos de indústrias uma vez que existe a possibilidade de utilizá-las para 

melhorar vários aspectos do produto final (Soares et al., 2013). 

Os fungos filamentosos são micro-organismos que se destacam devido à grande facilidade 

de cultivo, por secretarem suas enzimas diretamente no meio de produção, não sendo necessária, 

assim, a ruptura celular para sua liberação. Adicionalmente, apresentam elevados níveis de 

produção enzimática, com alto potencial para inúmeras aplicações industriais (Stroparo et al., 

2012). Além disso, são facilmente encontrados em ambientes naturais, sendo passíveis de 

isolamento e testes para produção de uma grande quantidade de enzimas (Almeida et al., 2012). 
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Para a produção industrial de enzimas, 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 e 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 quando se reduzem custos do substrato 

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

Dentre os gêneros de fungos filamentosos produtores de lipases de interesse industrial, 

destacam-se: Aspergillus, Rhizopus, Penicillium, Mucor, Geotrichum e Fusarium (Tab. 2) 

(Sharma et al., 2001; Mahadik et al., 2002). A produção de lipase varia de acordo com a cepa, 

meio de cultura e com as condições de cultivo (Cihangir; Sarikaya, 2004). 

 
Tabela 2. Fungos filamentosos relatados como sendo produtores de lipases. 

 

Gênero Espécie Referências 
 

 

Aspergillus A. flavus Reinehra, 2014; Slivinski, 2007 

A. niger Reinehret al, 2014; Dantas e Aquino, 2010; Mehtra, 

2009; Slivinski, 2007; Carvalho, 2005; Mahadik, et al., 

2002 

A. japonicus Satyanarayan and Johri, 1981 

A. awamori Slivinski 2007 

A. fumigatus Reinehret al., 2014; Reinehra, 2014; Guimarães, 2008 

A. oryzae Carvalho, 2005 

A. carneus Mahadik, et al., 2002; Van Heerdenet al., 2002; 

Namboodiriet al., 2000; 

Saxenaet al., 2003 

 

 

 

Acremonium 

Alternaria 

Colletotrichum 

Fusaium 

 

Mucor 

 

 

 

 

Penicillium 

A.nidulans 

A. ustus 

A. versicolor 

A. clavatus 

A. strictum 

A. brassicicola 

C.gloesporioides 

F.oxyporum 

F.heterosporum 

Mucor sp 

M. javanicus 

M.circinelloides 

M. hoemalis 

M. miehei 

 

M. racemosus 

P. cyclopium 

P. aurantiogriseum 

P. candidum 

P. chrysogenum 

P. corylophilum 

P. restrictum 

Slivinski, 2007; Mayordomoet al., 2000 

Slivinski, 2007 

Slivinski, 2007 

Slivinski, 2007 

Okeke and Okolo, 1990 

Bertoet al., 1997 

Colen, 2006 

Rapp, 1995 

Takahashi et al., 1998 

Abbas et al., 2002 

Ishihara et al., 1975 

Balcão et al., 1998 

Ghosh et al., 1996 

Rantakyla et al., 1996; Lacoine et al., 1996; 

 

Ghosh et al., 1996 

Carvalho, 2005; Chahinianet al., 2000 

Lima et al., 2004 

Ruiz et al., 2001 

Ferrer et al., 2000 

Baron et al., 2005 

Castilho et al., 2000; Gama et al., 2000 

 
 

Continuação… 

P. citrinum Sztajer and Maliszewska, 1989 

P. roqueforti Petrovic et al., 1990 
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 P. funiculosum Hou, 1994 

 Penicillium sp. Helisto and Korpela, 1998 
 P. camambertii Ghoshet al., 1996 
 P. wortmanii Costa and Peralta, 1999 

Phialemonium Phialemonium sp Martins, 2008 

Rhizomucor 

Rhizopus 

R. miehei 
 

R. delemar 

 

R. oryzae 

 

R. arrhizuz 

R. nigricans 

R. nodosus 

R. microsporus 

R. chinesis 

R. japonicus 

R. niveus 

R. oligosporus 

Rhizopus sp 

Merek and Bednasski, 1996; Weber et al., 1999; 

Jaeger and Reetz, 1998; Dellamora-Ortiz et al., 1997 

Carvalho, 2005; Klein et al., 1997; Lacointe, et al., 

1996 

Ghamgui et al., 2004; Hiol et al., 2000; Takahashi et 

al., 1999 

Elibol e Ozer, 2001 

Ghosh et al., 1996 

Nakashima et al., 1988 

Ghosh et al., 1996 

Ghosh et al., 1996 

Nakashima et al., 1988 

Kermasha et al., 1998 

Dalsenter et al., 2005; Ul-Haq et al., 2002 

Pastore, 2003 

 

 

2.4 GÊNERO ASPERGILLUS MICHELI 

 
 

Em 1729, o padre-micologista e biólogo chamado de Pier Antonio Micheli descreveu pela 

primeira vez o gênero Aspergillus. Ao observar as estruturas desse gênero ao microscópio, 

Micheli percebeu a semelhança com a forma de um aspergillum (borrifador/aspergidor de água 

benta), sendo assim, a espécie foi nomeada de acordo com o objeto (Bennett, 2010). 

O gênero Aspergillus é um anamórfico pertencente à família Trichocomaceae, ordem 

Eurotiales, subclasse Eurotiomycetidae, classe Eurotiomycetes, filo Ascomycota, que 

compreende 837 espécies (Hawksworth, 2011). Sua reprodução é assexuada e caracteriza-se pela 

produção de fiálides e conídios em cadeia. O conidióforo de Aspergillus é simples, usualmente 

asseptado e termina numa vesícula, onde estão inseridas as fiálides. Algumas espécies podem 

produzir células Hülle ou esclerócios (Klich, 2002). 

O tamanho, cor e ornamentação da parede dos conídios são importantes características 

taxonômicas (Bennett, 2010). Outras características morfológicas usadas na identificação de 

espécies são as cores e diâmetro da colônia, a produção de exudatos e pigmentos solúveis, taxa 

de crescimento, termotolerância e a presença de esclerócio ou clestotécio. As características 

morfológicas dos esclerócios, como cor, forma e tamanho, também devem ser consideradas na 

identificação das espécies (Klich, 2002). 

Após a primeira descrição do gênero Aspergillus feita Micheli (1729), muitas outras 

espécies começaram a ser descritas por Thom; Church (1926). Thom; Church (1926), baseados 
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em caracteres morfológicos, aceitaram 69 espécies de Aspergillus, onde foram divididas em 11 

grupos. Thom; Raper (1945) estabeleceram 77 espécies para o gênero, com 10 variedades em 14 

grupos. Raper; Fennell (1965) descreveram 132 espécies pertencentes ao gênero e as 

subdividiram em 18 grupos, com base em características culturais e morfológicas. Em 1985, 

Gams et al. reorganizaram os grupos em seções pertencentes a seis subgêneros: Aspergillus, 

Circumdati, Clavati, Fumigati, Nidulantes e Ornati. 

Em 2000, Pitt et al. publicaram uma lista com os nomes das espécies aceitas e sinônimos 

na família Trichocomaceae. Duzentas e quatro espécies foram aceitas para o gênero Aspergillus 

e teleomorfos associados. Peterson (2000) em um estudo filogenético com o rDNA de 215 

Aspergillus, sugeriu uma alteração na nomenclatura, onde as espécies estariam em três 

subgêneros e 16 seções (Tab. 3). 

 

Tabela 3. Subgêneros e seções para o gênero Aspergillus segundo Peterson (2002). 

 

Subgênero Seção 

Aspergillus Aspergillus, Candidi, Cervini, Circundati, Cremei, Flavi, 

Flavipedis, Nigri, Restricti, Terrei e Wentii 

Fumigati Clavati e Fumigati 

 

Nidulantes 

 

Nidulans, Ornati e Sparci 

 
 

O gênero Aspergillus representa um anamorfo de ascomiceto pertencente à ordem 

Eurotiales, caracterizado pela produção de esporos assexuais (Klich; Pitt, 1988). A taxonomia 

clássica do gênero baseia-se nos caracteres morfológicos e fisiológicos, bem como nas 

características reprodutivas observadas (Raper; Fennell, 1965; Klich, 2002). O gênero é de fácil 

identificação, porém a identificação em nível de espécie é considerada algumas vezes 

complexa. 

Microscopicamente, o gênero é caracterizado por apresentar a base do conidióforo em 

forma de “T” ou “L”, onde estão conectados com a hifa vegetativa. Esta forma é comumente 

denominada de “célula pé” e quando visualisada pelos taxonomistas são logo identificados 

como pertencente ao gênero Aspergillus. O conidióforo é o ramo que se desenvolve a partir da 

“célula pé”, podendo apresentar diferentes comprimentos. No ápice do conidióforo é formada 

a vesícula através da expansão do conidióforo. A forma da vesícula (esférica, hemisférica, 

alongada ou elíptica) constitui uma característica de identificação da respetiva espécie. Quanto 
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à cor, esta estrutura apresenta-se igual ao conidióforo ou incolor. O conjunto da vesícula, das 

células conidiogéneas também denominadas por fiálides, e, das cadeias de conídios, é 

designado por cabeça aspergilar. Esta é suportada por um conidióforo que é em regra 

perpendicular à célula pé. As fiálides, que formam cadeias basípetas de esporos, designados de 

fialoconídios, inserem-se na vesícula e podem constituir uma ou mais séries (Mata-Gomez et 

al., 2009; Carvalho, 2013). 

Quanto ao aspeto macroscópico, as colônias apresentam uma superfície de cor branca, na 

fase inicial de maturação. Dependendo das espécies, a sua cor pode evoluir para verde, amarelo, 

castanho ou preto. A textura da colónia surge algodoada, tornando-se pulverulenta com a 

produção de esporos, os quais podem apresentar rugosidade da parede, característica igualmente 

importante na identificação de espécie (Fig. 4) (Murray et al., 2006). 

 
 

Figura 4. Imagens de Aspergillus terreus URM 4199; Macroscopia (A) e microscopia (B). 

Foto: Cyndy Mary Farias. 

 
Segundo Samson et al., (2000), a taxonomia de Aspergillus é complexa e encontra-se 

sempre em evolução. A identificação deste gênero tem sido tradicionalmente baseada na 

caracterização morfológica e cultural (Raper; Fennel, 1965). O perfil bioquímico e os traços 

ultramicroscópicos, por exemplo, a ornamentação dos esporos passou a suplementar as 

características para identificação da espécie (Kozakiewicz, 1989). No entanto, em várias seções, 

a variação morfológica deste gênero ocorre, resultando em esquemas taxonômicos discutíveis 

(Samson et al., 2004; Hong et al., 2005). 

Neste sentido, a taxonomia de Aspergillus e seus teleomorfos recentemente têm sido 

reinvestigada, utilizando-se uma abordagem polifásica interagindo características bioquímicas, 

ecológicas, genéticas e moleculares, a fim de examinar a variabilidade dentro da espécie e 

adicionar ou reclassificar as espécies dentro do gênero (Silva et al., 2015). 
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A região do espaçador transcrito interno (ITS) do DNA ribossomal (rDNA) é considerada 

padrão ouro para a identificação de fungos (Rodrigues, 2010), mas, para alguns gêneros 

principalmente Aspergillus e Fusarium, esta região não tem discriminado as espécies. Sendo 

assim, outras regiões conservadas como os genes codificadores da calmodulina e da tubulina 

têm sido utilizadas para obter um resultado mais eficiente, baseado nos estudos filogenéticos. 

Portanto, as espécies que possuem poucas diferenças de nucleotídeos são consideradas mais 

próximas, quando comparadas com aquelas que apresentam significativa diferença molecular 

(Samson, Vargas, 2012). 

Recentemente, a identificação e a caracterização dos fungos têm sido realizada utilizando- 

se a abordagem polifásica, que consiste na aplicação de diferentes técnicas, que associam 

metodologias tradicionais como macro e micromorfologia, os dados fenotípicos, bioquímicos 

e metodologias modernas, como a biologia molecular e a análise espectral de massa (Santos et 

al., 2010; Carolis et al., 2012). 

Simões et al., (2013), mostra que em uma abordagem polifásica, a primeira técnica 

utilizada é a morfologia, seguida da bioquímica, análise espectral e, por último, a biologia 

molecular. Esta ordem foi estabelecida de acordo com os custos e o tempo de resposta das 

determinadas técnicas. Todos os dados obtidos pela abordagem polifásica são analisados e 

posteriormente comparados uns com os outros, até chegar a uma correta identificação. 

 
2.4.1 Aspergillus seção Terrei 

 
A utilização de técnicas de identificação molecular vem revelando um número crescente 

de novas espécies de Aspergillus na seção Terrei, através da análise das sequências de partes 

amplificadas do β-tubulina e calmodulina e dos genes da região espaçadora transcrita interna 

(ITS), além da observação da macro e micromorfologia das culturas (Samson et al., 2011). 

Aspergillus terreus foi a única espécie atribuída ao grupo de espécies da seção Terrei por Raper 

& Fennell (1965). Estudos têm indicado uma vez que esta seção deve ser ampliada para incluir 

um número de outras espécies. Além A. terreus e suas variedades, a seção Terrei também inclui 

A. niveus, A. carneus, A. niveus var. indicus, A. allahabadii, A. ambiguus e A. microcysticus 

(Peterson 2008, Varga et al., 2005). No trabalho de Samson et al., (2011), mostra que as 

primeiras três espécies foram anteriormente colocados na seção Flavipedes e a última três 

espécies foram colocadas na seção Versicolores. 
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2.5 FERMENTAÇÃO 

 

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, 

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. Farias et al., (2015), relataram o isolado de A. candidus 

como um novo produtor de lipases. Segundo Hamdy; Tahon (2012), Aspergillus terreus var. 

africanus vem se destacando como espécie produtora de lipases termoestáveis. O crescimento 

dos fungos para produção desses metabólitos está relacionado aos tipos de processos 

fermentativos bem como 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 (Açikel et al., 2010; Rigo et al., 2010). 

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

estado sólido (FES) e fermentação submersa (FS) (Martins, 2001; Farias et al, 2015). A FS 

consiste no crescimento do microrganismo sobre um meio fermentativo líquido com nutrientes 

solúveis, sendo este o processo mais utilizado para a produção de lipases (Romero et al., 2012). 

 
2.5.1 Fermentação Submersa (FS) 

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

principalmente por culturas líquidas submersas. As fermentações submersas (FS) apresentam 

grande homogeneidade e, consequentemente, eficiente transferência de nutrientes, 

principalmente quando o substrato utilizado é um triglicerídeo (Ribeiro et al., 2011). 

O cultivo submerso utiliza um meio fermentativo, onde as fontes de nutrientes utilizadas 

são solúveis ou suspensas em pequenas partículas no líquido, normalmente água ou solução de 

sais e o desenvolvimento do se dá em presença de água livre (Feitosa, 2009; Orlandelli et al., 

2012). Esta é a técnica mais utilizada nos países ocidentais para a produção de enzimas devido à 

facilidade de crescimento dos micro-organismos em condições controladas de pH e temperatura, 

além de tornar fácil a recuperação das enzimas extracelulares (Orlandelli et al., 2012). 

Segundo Mitchell (2006), na fermentação submersa, o micro-organismo pode crescer entre 

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

consumindo o substrato e secretando metabólitos, dentre os quais as enzimas. O conteúdo de 
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água nesse processo é superior a 95%, nos processos de fermentação em escala industrial são 

utilizados fermentadores com grande capacidade de volume. Já em escala laboratorial, frascos e 

agitadores de bancada são utilizados. 

Sant’anna Júnior (2001), afirma que tanto na fermentação submersa quanto na sólida, é 

necessária constante verificação da possível ocorrência de contaminação, infecção por 

bacteriófagos e proliferação de micro-organismos mutantes de menor eficiência para a produção 

enzimática. Neste sentido, Alonso (2001) destaca que o cultivo submerso apresenta maiores 

riscos de contaminação devido à grande quantidade de água livre no meio. Apesar dos maiores 

riscos com contaminações, os processos de fermentação submersa permitem maior controle das 

condições de cultivo em relação aos processos de fermentação em estado sólido, que por sua vez, 

apresenta como vantagem a redução dos custos da produção enzimática, já que não necessita de 

um meio de cultivo especial, sendo normalmente constituído pela matriz sólida que é umedecida 

com água (Castro et al., 2004). 

De acordo com Alonso (2001), os meios de cultivo a serem utilizados nos processos 

fermentativos podem ser formulados a partir de matérias-primas naturais, como por exemplo, 

resíduos agroindustriais, ou a partir de meios sintéticos onde os compostos são quimicamente 

conhecidos, sendo que para facilitar o desenvolvimento microbiano e garantir uma maior 

produção enzimática, os meios de cultivo devem conter fontes de carbono, nitrogênio, fatores de 

crescimento e micronutrientes. 

 
 

2.6 SUBSTRATOS UTILIZADOS PARA PRODUÇÃO DE LIPASES 

 

2.6.1 Óleo de oliva 

 

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

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

2011). 

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

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

representa quase 98% da safra mundial. As árvores de oliva foram cultivadas pela primeira vez 

há mais de 5.000 anos na Síria, Líbano e Israel. No entanto foram os gregos os primeiros a 

exportar o óleo de oliva. Naquela época o óleo era utilizado como medicamento, unguento ou 

bálsamo, perfume, combustível para iluminação e impermeabilizante de tecidos. Isto demonstra 

a importância econômica e social da cultura e os possíveis benefícios a serem extraídos da 

utilização de qualquer um dos seus derivados (Oliveira, 2001; Pereira et al., 2007). 
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Atualmente, existem vários produtores de óleo de oliva (Azeite) (Fig. 5-C) em todo 

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

Portugal, Tunísia, Turquia, França e Grécia. O azeite de oliva é o único extraído de uma fruta, 

os demais azeites são extraídos de um grão, uma semente ou noz (Pio et al., 2005). Esta planta 

foi tradicionalmente cultivada sob condições de chuva, mas a demanda para seus produtos fez 

necessario a implantação do método de irrigação em muitas áreas. A oliveira (Fig. 5-A) no 

entanto é uma árvore muito tolerante à seca (Moriana et al., 2002). 

Oleaeuropaea L.é amplamente estudada pelo seu uso alimentar. O fruto (Fig. 5-B) possui 

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

(22%), açúcar (19%), celulose (5,8%) e proteínas (1,6%). As folhas são importantes pelos seus 

metabolitos secundários. O frutos e o óleo são componentes essenciais na dieta diária de uma 

grande parte da população do mundo (Pereira et al., 2007). 

O óleo de oliva (também chamado de azeite de oliva) (Fig. 5-C) é extraído a partir do 

fruto devido ao óleo (15 a 35%) estar localizado nas células do mesocarpo das azeitonas, pelo 

método de pressão, centrifugação, sistemas de filtragem (Awan et al., 2003). O azeite recem 

produzido tem uma aparência opaca, devido à presença de partículas sólidas da vegetação e a 

micro-gotas de água dos frutos. Estudos microbiológicos recentes tem mostrado que uma 

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

de melhorar a qualidade do óleo, através da hidrólise dos triglicerídeos (Ciafardini et al., 2006). 

 
 

Figura 5. Aspectos gerais da oliveira: (A) planta, (B) fruto e (C) óleo de oliva. Fonte: 

www.scienze-naturali.com. 

 

 

2.6.2 Resíduo de pescado 

 
 

A aquicultura brasileira encontra-se em um momento de expansão atribuído, 

principalmente, ao surgimento de políticas públicas de incentivo à produção e ao consumo de 

http://www.scienze-naturali.com/
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organismos aquáticos. Segundo os dados do Boletim Estatístico do então Ministério da Pesca e 

Aquicultura (2011), houve um acréscimo de 31,2% na produção total aquícola brasileira no 

triênio 2008 - 2010, partindo de 365.367 t para 479.399 t, respectivamente. Este cenário 

produtivo está associado, principalmente, à presença de ambientes interiores e costeiros 

favoráveis à prática da pesca e aquicultura brasileira e às condições climáticas propícias para o 

crescimento de diversos organismos aquáticos que inclui algumas espécies nativas com 

excelente potencial para cultivo e comercialização. Assim, recentemente, a consolidação de 

políticas públicas para o setor, convergindo suas ações para a melhoria das condições de 

trabalho dos pescadores, liberação e recuperação de áreas destinadas ao cultivo de peixes e 

incentivo ao comércio e consumo do pescado, contribuiu para a melhoria no cenário produtivo 

(Brasil, 2012; Lima, 2013). 

Nas diferentes etapas da cadeia produtiva da piscicultura, desde a produção até a 

comercialização no varejo, é gerada uma quantidade significativa de resíduos orgânicos. 

Devido à heterogeneidade de crescimento dos peixes durante a produção, pode ocorrer o 

descarte desses animais durante as classificações e despescas, quando eles não atingem o 

tamanho comercial, sendo possível a sua utilização como resíduo da produção (Silva et al., 

2014). 

A Tilápia, Oreochromis niloticus L. (Fig. 6), é a segunda espécie de peixe de água doce 

mais cultivada em todo mundo possui rendimento médio em filé de 30- 40% aproximadamente, 

e os outros 60 -70% do corpo é transformado em resíduos, que incluem: cabeça, carcaça, 

vísceras, pele e escamas (Silva et al., 2014). As vísceras são excelentes fontes de enzimas 

digestivas, dentre elas as proteases, com propriedades interessantes para processos 

biotecnológicos como, por exemplo, na degradação de subprodutos ricos em proteínas, 

enquanto a carcaça é um material rico em proteína e gordura (Boscolo et al., 2007). O 

aproveitamento desses resíduos é ecologicamente recomendável, em razão da alta carga de 

matéria orgânica que seria descartada no ambiente, se esses resíduos não fossem aproveitados. 

Existem várias utilidades nesse tipo de aproveitamento: extração de colágeno (escamas e peles) 

para a indústria farmacêutica e alimentícia; curtimento de pele para a indústria mobiliária, 

vestuário, artesanato e diferentes objetos; produção de polpa para fabricação de empanados; 

cozinha institucional (da merenda escolar, restaurantes universitários, restaurantes de empresas, 

hospitais, presídios, etc.); farinha e silagem de peixe (Vidotti; Gonçalves, 2006). 
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Figura 6. Tilápia (Oreochromis niloticus L.). Fonte: http://pixshark.com. 

 

 

Os resíduos da indústria de peixe são ricos em compostos orgânicos e inorgânicos, o que 

gera preocupação relativa aos potenciais impactos ambientais negativos decorrentes da 

disposição deste material diretamente no ambiente ou oferecido in natura aos peixes cultivados 

(Feltes et al., 2010). De forma geral, os resíduos são partes excedentes das atividades 

agroindustriais, sendo classificados como componentes gasosos, líquidos ou sólidos e que, 

quando lançados no meio ambiente sem o devido tratamento, poderão ocasionar sérias alterações 

nas características do ar, da água e do solo, tornando-se prejudiciais para toda a vida aquática e 

terrestre. Transformar os materiais descartáveis e poluentes em coprodutos com valor agregado 

é a base para o desenvolvimento sustentável do mundo moderno. Logo, reduzir o uso 

inconsciente de matéria-prima para evitar desperdícios e promover a reciclagem dos resíduos são 

condições essenciais para a garantia de processos mais econômicos e de menor impacto 

ambiental (Almeida et al., 2013; Lima, 2013). 

Martins (2011) também relata em seu trabalho que a obtenção de filés caracteriza o 

menor grau de aproveitamento do pescado, resultando, consequentemente, em uma maior 

geração de resíduos. O processo de beneficiamento do pescado que normalmente ocorre nas 

peixarias está representado no fluxograma (Fig. 7), em que estão indicados os resíduos gerados 

durante cada etapa. 

http://pixshark.com/
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Figura 7. Fluxograma geral do processo de beneficiamento de pescados, com a indicação do 

processamento (setas contínuas) e dos resíduos gerados (setas pontilhadas). Adaptado de Feltes et 

al., (2010). 

 

O destino correto dos resíduos permite que uma receita adicional seja gerada para as 

unidades processadoras com a inserção de novos produtos no mercado, evitando desperdícios 

e o impacto no meio ambiente. Assim, a busca por alternativas viáveis para o aproveitamento 

dos resíduos gerados não só em grande escala, mas também para pequenas produções faz-se 

necessária. Nesse contexto, surgem do resíduo, o hidrolisado e o óleo de peixe como alternativa 

de substrato para produção de lipases. 

 
2.6.2.1 Hidrolisado de Proteico de Peixe (HPP) 

 
 

Hidrolisado proteico de peixe (HPP) é um produto constituído por aminoácidos livres e 

peptídeos que apresentam uma vasta gama de massas moleculares resultantes do maior ou 

menor grau de hidrolise das proteínas do pescado (Gonçalves, 2011). Os hidrolisados podem 

ser obtidos por hidrólise química (ácida ou alcalina) e por hidrólise enzimática (enzimas 

endógenas e exógenas) (Martone et al., 2005). 

A hidrólise enzimática de pescado é um método que objetiva a recuperação de proteínas 

de espécies subtilizadas ou de resíduos de processamento que seriam desperdiçados através do 

emprego de enzimas proteolíticas extraídas do trato digestório do próprio peixe ou através de 

enzimas comerciais, para solubilização da proteína do pescado, resultando em duas frações: 



Farias, Cyndy M. M. – Produção e Aplicação de Lipases obtidas de Aspergillus seção Terrei.. 40 
 

 

 
 

solúvel e insolúvel. A fração insolúvel é desprezada e a fração solúvel, que contém a proteína 

hidrolisada, pode se constituir em ingrediente a ser incorporado aos alimentos elaborados e 

destinados ao consumo humano e animal (Silva et al., 2014). 

O fluxograma para obtenção do hidrolisado proteico de pescado por hidrólise enzimática 

pode ser visto na Figura 8. 

 
 

 
Figura 8. Procedimento para a obtenção do hidrolisado proteico de peixe 

(Colosso macropomun). Fonte: Bezerra (2000). 

 

 

 
A maioria das pesquisas realizadas tem demonstrado tratar-se de uma excelente fonte de 

proteína, com bom valor nutritivo, podendo ser adicionado na elaboração de rações para 

alimentação de organismos aquáticos (Bezerra, 2006; Silva et al., 2014; Valle et al., 2015) bem 

como adicionado em rações para o consumo animal, empregado, por exemplo, como substituto 

do leite no desmame de bezerros e leitões (Berge; Storebakken, 1996). No entanto, ainda não 

existe relato sobre sua utilização como substrato para produção enzimática. 
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2.6.2.2 Óleo de Peixe 

 
 

A industrialização de peixe gera uma quantidade expressiva de resíduos ricos em 

proteínas e em ácidos graxos de cadeia longa. Os resíduos sólidos do beneficiamento de peixe 

são destinados principalmente à alimentação animal, mas também podem ser aproveitados para 

a produção de cosméticos, detergentes, tintas, vernizes e biodiesel (Feiden; Boscolo, 2007). Em 

geral, o óleo de peixe é composto de uma variedade de ácidos graxos (saturados, mono e poli- 

insaturados) e alto teor de vitaminas, em especial a vitamina A (Feltes et al., 2010), tratando-se 

de um importante subproduto obtido juntamente com a farinha de pescado (Lima, 2013). 

A obtenção do óleo de pescado provém das etapas de cozimento e prensagem. Todo o 

liquor removido da massa de pescado é misturado e depois centrifugado a uma temperatura de 

80 ºC para a obtenção de um óleo primário, também denominado óleo bruto. Posteriormente, 

esse óleo é armazenado e pode ser comercializado sob forma de aditivo para a formulação de 

ração animal ou receber um processamento específico e refino para a obtenção de um óleo 

clarificado, inodoro, insípido e com estabilidade oxidativa máxima para a utilização na 

alimentação humana (Fig. 9). 

 
 

 
Figura 9. Fluxograma do procedimento para a obtenção do óleo de 

pescado. Fonte: adaptado de Morais et al., (2001). 

 

A característica final do óleo pode depender muito da composição lipídica da matéria- 

prima utilizada no processo (Tab. 4). Peixes produzidos em sistemas de criação intensiva, por 

exemplo, possuem uma deposição de gordura maior comparada com os de captura, em razão 

da alimentação e do peso de abate. Resíduos de peixes abatidos com peso abaixo de 800 gramas 
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produzem, em média, 85% de farinha e 15% de óleo, enquanto que os resíduos de peixes 

abatidos com peso acima de 800 gramas podem gerar um porcentual de até 70% de farinha e 

30% de óleo (Vidotti; Gonçalves, 2006). 

 
Tabela 4. Composição em ácidos graxos do óleo de hidrolisado de peixe Tilápia. Fonte: Bastos 

(2013). 
 
 

Ácidos graxos %(m/m) 

ácido mirístico (C14:0) 2,6 

ácido palmítico (C16:0) 3,4 

ácido linoleico (C18:2) 31,9 

ácido oleico (C18:2) 32,4 

ácido esteárico (C18:0) 22,2 

ácido (C20:0) 7,5 

%(m/m): percentagem em massa 

 

 

A qualidade do óleo produzido pode, também, sofrer variações dependendo do controle 

de qualidade no processamento, das formas de proteção contra a oxidação de gorduras e das 

condições de armazenamento (Vidotti; Gonçalves, 2006). Além disso, o Brasil, com toda a sua 

potencialidade pesqueira, carece de processos tecnológicos adequados de refino do óleo de 

pescado para o uso, por exemplo, em alimentação humana. Segundo Lima (2003) Os 

suplementos alimentares à base de óleo de peixe contendo alto teor de ácidos graxos ômega-3, 

por exemplo, apresentam grande demanda de mercado, porém são processados no exterior e 

importados apenas para serem encapsulados pelas indústrias brasileiras. 

Arruda (2004) comenta que as vísceras de peixe geralmente têm uma grande quantidade 

de lipídeos e o óleo extraído dessas partes pode fornecer uma abundante e econômica fonte de 

matéria prima para produção de ésteres com alto valor agregado, pois sua composição inclui os 

ácidos graxos poli-insaturados (AGPI) das series ômega 3 e ômega 6. Segundo Rubio- 

Rodriguez et al., (2010) o óleo de Tilápia pode fornecer cerca de 61% de AGI, o que pode 

incluir as series ômega-3 e ômega-6. No entanto, ainda não existe relato na literatura da extração 

do óleo de peixe a partir do hidrolisado proteico, produto originado da hidrolise enzimática e 

mecânica da carcaça de Tilápia. 

A obtenção desse óleo se dá inicialmente com a passagem do hidrolisado proteico em 

uma desnatadeira, a qual o separará em duas porções, uma porção proteica e outra porção 
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oleosa. Posteriormente, a porção oleosa é submetida a uma centrifugação de 12.000 rpm por 15 

min a 4 °C, sendo recolhido o sobrenadante após a finalização do processo (Fig. 10). 

 
 

Figura 10. Processo de extração do óleo a partir do hidrolisado proteico de peixe Tilápia. (A) porção oleosa após 

a separação na desnatadeira da porção proteica; (B) óleo após o processo de centrifugação junto com as cinzas; 

(C) óleo coletado como sobrenadante e estocado em tubos Falcon. Foto: Cyndy Mary Farias. 

 

 
O óleo de peixe Kilka é um subproduto de fábricas Kilka de farinha de peixe, o qual já é 

usado em indústrias de couro, alimentação de peixes de viveiro e de comida de aves. Ghasemi 

et al. (2014) relatam a utilização do óleo de peixe Kilka como substrato para produção de lipases 

por Aspergillus niger. Mesmo sendo um óleo já utilizado em diversos setores industriais, ainda 

não existe relato da produção de lipases microbianas utilizando óleo de Tilápia como substrato. 

 
2.7 OTIMIZAÇÃO DA PRODUÇÃO DE LIPASES 

 
 

2.7.1 Planejamento estatístico 

 
 

Um experimento é executado com o intuito de se determinar as variáveis experimentais 

e as interações entre elas que possuem influência significativa sobre as diferentes respostas de 

interesse (Lundstedt et al., 1998). Segundo Rodrigues e Iemma (2009), o planejamento 

consciente dos experimentos que devem ser realizados para determinar, e mesmo quantificar, a 

influência das variáveis sobre as respostas desejadas, e indispensável para que resultados 

confiáveis sejam obtidos e para que análises estatísticas consistentes possam ser realizadas. 
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A produção e otimização dos parâmetros que influenciam a síntese enzimática devem ser 

sempre investigada porque as condições ideais variam entre os diferentes organismos e 

diferentes enzimas, sejam elas extracelulares ou intracelulares (Ribeiro et al., 2011). Em muitos 

casos, a interação dos parâmetros que influenciam o processo de fermentação pode ser avaliada 

com um reduzido número de testes usando um desenho experimental. Vários modelos de 

desenho experimental poderiam ser usados para reduzir o número de experiências em diferentes 

condições. Entre eles estão o Plackett - Burman, Doehlert, Planejamento Composto Central e 

Box- Behnken (Li et al., 2007). 

Os métodos tradicionais de otimização são caros por requer um grande número de 

variáveis e consomem muito tempo para a sua conclusão. A otimização através do Planejamento 

Plackett-Burman (PB) e superfície de resposta, podem limitar as variáveis e com isso reduzir o 

tempo do experimento. 

Segundo Kong et al., (2012), o Planejamento Plackett-Burman (PB) é um método valioso 

para a seleção dos componentes significativas do meio de cultivo que influenciam a produção 

de lipases a partir de um grande número de variáveis componentes, obtendo-se um conjunto 

menor de variáveis. Um número total de experiências deve ser efectuada de acordo com 

planejamento Plackett-Burman design, por exemplo n + 1, em que n é o número de variáveis. 

Cada variável é representado em dois níveis, alto e baixo denotado por (+) e (-), 

respectivamente. Cada coluna deve conter igual número de sinais positivos e negativos. 

A metodologia de superfície de resposta (RSM) é uma ferramenta complementar que 

pode ser utilizada para potencializar a otimização após o uso de outros planejamentos 

estatísticos, para conhecermos o nível ótimo das variáveis selecionadas e estudar as suas 

interações. A RSM é um processo que envolve três passos importantes: realizar as experiências 

concebidas estatisticamente, estimando o coeficientes em um modelo matemático prevendo a 

resposta e verificando a adequação do modelo (Kong et al., 2012). 

Bensalah et al., (2010) comenta que o planejamento Doehlert possui uma série de 

vantagens, tais como: (1) o seu domínio experimental com esférica uma uniformidade em 

espaço de enchimento, (2) a sua capacidade para explorar todo o domínio, e (3) o seu potencial 

para sequencialmente, onde os experimentos podem ser reutilizados quando as fronteiras não 

foram bem escolhidas no primeiro. Kiran et al., (2010) explica que o Planejamento Doehlert é 

facilmente aplicado a variáveis otimizadas e oferecem vantagens sobre o planejamento de 

Composto Central (CCD) e planejamento Box- Behnken, utilizados na análise de superfície de 

resposta, precisando de menos experimentos, que são mais eficientes e pode mover-se através 

do domínio experimental. Outra vantagem do Doehlert, segundo Sautour et al., (2001) sobre o 
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planejamento CCD é a possibilidade de adicionar um outro fator ou deslocar o planejamento 

para um novo domínio experimental. 

Box-Behnken (1960) desenvolveu uma família de planejamentos de 3 níveis eficientes 

para modelar superfície de resposta de ordem 2. Os planejamentos de Box-Behnken diferem 

dos planejamentos de composição central de duas maneiras. Em primeiro lugar, apenas 3 níveis 

para cada fator são empregados. Em segundo lugar, os planejamentos Box-Behnken não têm 

pontos de vértices, sendo assim, algumas vezes, preferidos ao invés de planejamentos de 

composição central, pois quando há restrições físicas ou econômicas, eles impedem a utilização 

de pontos de vértices, ou seja, quando todos os níveis dos fatores estão em um extremo. Em 

alguns experimentos de superfície de resposta, é necessário utilizar fatores com 3 níveis (baixo, 

médio e alto), neste caso os experimentos de Box-Behnken são uma boa alternativa para o 

experimento de composição central. Além disto, existe informação suficiente para realizarmos 

um teste de falta de ajuste (lack of fit). Uma outra característica interessante neste tipo de 

experimento é a simetria da disposição dos pontos no cubo. 

Basicamente, este processo de otimização envolve três grandes etapas: realização dos 

experimentos projetados estatisticamente, estimar os coeficientes de um modelo matemático e 

predizer a resposta e verificar a adequação do modelo. Vários pesquisadores têm aplicado estas 

técnicas para otimizar diferentes parâmetros do processo (Imandi et al., 2007). 

O planejamento estatístico pode vir a ajudar na escolha das variáveis que influenciam na 

produção de lipases. Diversos fatores como fontes de carbono e nitrogênio, presença de 

lipídeos, de indutores ou inibidores, concentrações de sais inorgânicos, disponibilidade de 

oxigênio, temperatura e pH, podem ser verificados como variáveis de um planejamento. 

 
2.7.2 Efeito das fontes de carbono 

 
 

As fontes de carbono comumente mencionadas em trabalhos de produção de lipases 

microbianas são azeites de oliva, de palma, Tween 20 e 40, trioleína e tripalmitina, frutose, 

óleos de soja, girassol, algodão e milho. De acordo com Sharma et al., (2001), as fontes lipídicas 

de carbono parecem essenciais para a obtenção de elevados rendimentos, todavia, alguns 

autores têm produzido lipases na ausência de óleos e graxas com bons rendimentos. Dalmau et 

al. (2000) reportaram que a produção de lipases por espécies de Candida é inibida na presença 

de açúcares simples. 

Azeite de oliva foi utilizado para a produção de lipases por células livres e imobilizadas 

de Aspergillus niger no estudo realizado por Ellaiah et al. (2004). Foram testadas concentrações 
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de 0 (zero) a 1,25% de azeite de oliva, sendo as maiores atividades enzimáticas (UmL-1) obtidas 

na concentração de 1% da fonte de carbono, tanto pelas células livres como pelas imobilizadas. 

Já D’Annibale et al. (2006) estudaram a utilização de efluentes do processo de extração de 

azeite de oliva como substratos para a produção de lipases. Foram testados vários 

microrganismos, dentre os quais Aspergillus oryzae, A. niger, Candida cylindracea, 

Geotrichum candidum, Penicillium citinum, Rhizopus arrhizus e R. oryzae. O microrganismo 

que apresentou os melhores resultados foi C.cylindracea NRRL Y-17506, o qual foi estudado 

como modelo. A produção de lipases foi afetada pela adição de fontes de carbono suplementares 

como o azeite de oliva e os óleos de soja e milho, na concentração de 3,0 g L-1. A adição do 

azeite de oliva aumentou a atividade enzimática de 1,24 para 9,0 U mL-1, enquanto que a adição 

dos óleos de milho e soja resultou em atividades de 6,42 e 6,34 UmL-1, respectivamente. 

As fontes de carbono simples como glicose, galactose, frutose, xilose, sacarose, glicerol, 

sorbitol e manitol foram utilizadas por Lin et al., (2006) para a produção lipases por Antrodia 

cinnamomea, um basidiomiceto, em processos submersos. Os melhores resultados foram 

atingidos com os álcoois, de 26,69 U mL-1 para o glicerol, 10,70 U mL-1 para o sorbitol e 8,25 

U mL-1 para o manitol. 

O óleo de gergelim foi utilizado na concentração de 0,5% como fonte de carbono para 

a produção de lipases pelo microrganismo Fusarium solani em bioprocesso submerso, tendo 

apresentado o melhor resultado de atividade enzimática (0,88 ou 0,45 U mg-1 de proteína) dentre 

os óleos testados (trioleína, coco, milho, palma e oliva). O óleo de gergelim, embora tenha 

levado aos melhores resultados em atividade enzimática, apresentou as menores quantidades de 

proteína extracelular (o que indica maior atividade por unidade de proteína) e as menores 

concentrações de biomassa, o que seria uma vantagem comercial da produção (Sharma et al., 

2001). 

 
2.7.3 Efeito das fontes de nitrogênio 

 
As fontes de nitrogênio orgânicas e inorgânicas podem ser utilizadas para a produção de 

lipases. As fontes orgânicas podem ser a peptona, água de maceração de milho, farinha de soja, 

aminoácidos, triptona, extrato de levedura e ureia. As fontes inorgânicas como os sais de 

amônio (sulfatos, fosfatos, cloretos), nitratos e nitritos podem ser utilizados, embora os 

melhores rendimentos em lipases tenham sido obtidos através de fontes orgânicas de nitrogênio, 

tais como peptona, extrato de levedura e torta de soja. O sulfato de amônio apresentou 
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resultados negativos em alguns trabalhos. Entretanto, a produção de lipases foi incrementada 

quando o sulfato de amônio foi associado a fontes de nitrogênio orgânicas (Sharma et al., 2001). 

Fontes de nitrogênio orgânicas e inorgânicas foram utilizadas para a produção de lipases 

em bioprocesso submerso por um basidiomiceto. As fontes comparadas foram adicionadas ao 

meio na concentração de 0,5%, sendo elas: triptona, peptona, caseína, glicina, prolina, 

glutamina, asparagina, cloreto de amônio, sulfato de amônio, oxalato de amônio, acetato de 

amônio, nitratos de sódio e potássio e nitrito de sódio. Os melhores resultados foram obtidos 

com os aminoácidos asparagina (6,41 UmL-1), glicina (5,36 UmL-1) e glutamina (4,74 UmL-1) 

e com a triptona (4,77 UmL-1) (Lin et al., 2006). 

Há casos em que a fonte de nitrogênio utilizada no meio de cultivo influencia os níveis 

de adição da fonte de carbono, o que foi demonstrado por Falony et al. (2006), os quais 

otimizaram um meio de cultivo para a produção de lipases via fermentação em estado sólido 

pelo fungo Aspergillus niger. O farelo de trigo foi utilizado como suporte para o crescimento 

do fungo, a glicose como fonte de carbono, o azeite de oliva como indutor da produção de lipase 

e como fontes de nitrogênio o sulfato de amônio e a ureia. A fim de otimizar o meio de cultivo 

para a síntese enzimática foram realizados três Planejamentos Experimentais do tipo Box- 

Behnken, sendo as variáveis experimentais a concentração de glicose, a umidade do meio de 

cultivo e a concentração de azeite de oliva. 

 
2.7.4 Efeito das condições ambientais 

 
 

Entre os parâmetros físico-químicos, o pH e a temperatura desempenham importantes 

papeis no processo de produção e otimização enzimática. A estabilidade frente a diferentes 

faixas de pH, normalmente é realizada em torno da neutralidade, mas também em valores de 

pH fortemente ácidos (pH 2,0) a fortemente alcalinos (pH 12,0). O que se observa é que a 

estabilidade destas enzimas varia entre os gêneros, as espécies e até entre isoformas produzidas 

por uma mesma cepa (Lima et al., 2004). Muitas lipases são reportadas como termoestáveis e 

específicas a vários substratos, características importantes no desenvolvimento de processos em 

especial que objetivam reutilizar as enzimas. Estas apresentam consequentemente 

consideráveis estabilidade da atividade. Diaz et al., (2006), afirma que fungos termofílicos e 

termotolerantes podem ser fonte potencial para produzir enzimas com altos níveis de 

estabilidade térmica e atividade a temperaturas mesofílicas. 

O pH do meio de crescimento desempenha uma função importante por induzir mudanças 

morfológicas no organismo e também para a secreção enzimática. A mudança de pH observada 
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durante o crescimento de um organismo também afeta a estabilidade do produto no meio. Em 

processos com fungos, a capacidade de controle do pH (Gupta et al., 2004). Temperaturas mais 

elevadas levam à desnaturação da enzima, causando a perda da estrutura nativa das enzimas por 

alterarem as ligações químicas que mantêm sua estrutura tridimensional. A desnaturação é 

causada pelo rompimento das ligações de hidrogênio, que são bastante termolábeis, 

desencadeando uma cascata de alterações estruturais. Para os micro-organismos mesófilos, a 

temperatura que provoca a desnaturação naturalmente varia para a cadeia proteica, mas, 

geralmente, está acima da sua temperatura ótima (Borzani et al., 2001). Entretanto, as enzimas 

psicrófilas são inativas a temperaturas maiores do que a temperatura ótima para a catálise 

(Feller; Gerday, 2003). 

Ul-Haq et al. (2002) estudaram temperaturas de cultivo de 25 a 45°C para a produção de 

lípases pelo microrganismo Rhizopus oligosporous por bioprocesso em estado sólido. Os 

melhores resultados foram obtidos a 30°C. Em altas e baixas temperaturas a energia requerida 

para a manutenção do microrganismo aumenta, diminuindo a formação de produtos. O pH 

inicial ótimo dos cultivos foi de 6,0. Os pHs iniciais de 5,5, 8,0 e 7,0 foram reportados como 

ótimos para os cultivos de Aspergillus cinnamomea, Rhizopus glutinis e Candida rugosa, 

respectivamente (Lin, et al., 2006). As temperaturas na faixa de 26,5ºC a 32 °C foram utilizadas 

em inúmeros trabalhos de pesquisa de produção de lipases, sendo 30°C a utilizada com maior 

frequência. Quanto ao pH, foram utilizados pH de 6,0 a 7,0 na maioria dos trabalhos revisados 

(Falony et al., 2006; Lin et al., 2006). 

 
2.8 PRÉ-TRATAMENTO DE LIPASES 

 
 

A etapa de purificação é importante para a obtenção de enzimas com alto grau de pureza 

e com maiores níveis de atividade enzimática. O processo de purificação é fundamental na 

obtenção e aplicação industrial de uma enzima. Após a fermentação, a enzima encontra-se no 

meio contendo uma série de outros compostos que não são de interesse (Maldonado, 2006). 

A precipitação normalmente é utilizada como etapa inicial de isolamento, sendo o 

fracionamento com o sulfato de amônio o método mais empregado. Esta metodologia consiste 

em uma das técnicas de concentração de proteínas, para separação das mesmas dos outros 

compostos do meio. O sulfato de amônio é bem reportado para precipitação de lipases sendo 

que as concentrações utilizadas variam de acordo com os estudos: 80% de saturação foi 

utilizado na precipitação de lipases produzidas por diversos micro-organismos (Martins, 2001; 

Menoncin et al., 2008). 



Farias, Cyndy M. M. – Produção e Aplicação de Lipases obtidas de Aspergillus seção Terrei.. 49 
 

 

 
 

A concentração pela adição de sais, como sulfato de amônio, baseia-se no aumento da 

força iônica, de tal forma que as moléculas proteicas se agregam e precipitam. O sal é 

adicionado ao sobrenadante até uma porcentagem de saturação em que a enzima de interesse é 

precipitada e separada por centrifugação. A composição do extrato, sua concentração e 

temperatura podem influenciar a precipitação, no caso das enzimas a temperatura deve ser 

mantida baixa (4 ºC). A adição do sal deve ser lenta e sob agitação para favorecer a 

homogeneidade. Após a centrifugação, o precipitado deve ser redissolvido em tampão 

adequado (Borzani et al., 2001). 

Para remoção do sal utilizado na etapa de concentração da amostra de proteína pode-se 

utilizar a diálise, em condições que preservem a atividade da enzima. A lipase de Bacillus 

coagulans BTS-3 foi purificada através de uma série de etapas, iniciando com a concentração 

com sulfato de amônio seguida de diálise (Kumar et al., 2005). Da mesma forma, os 

procedimentos de diafiltração com membranas podem ser aplicados para remoção de 

compostos utilizados no processo, que devem ser retirados de forma a evitar alterações. Para 

eliminação destes compostos, são adicionados volumes complementares de soluções que 

possibilitam a lavagem e eliminação de solutos indesejáveis (Wang, 2001). 

A diálise, trata-se de uma técnica simples e amplamente empregada como etapa de 

purificação de proteínas. Baseia-se na separação de moléculas em solução pelo tamanho, 

ocorrendo a difusão seletiva através de uma membrana semipermeável (Evans et al., 2009). A 

solução contendo a proteína de interesse é colocada em uma membrana de material poroso 

como celulose, cujos poros de tamanho específico atuam como barreira, permitindo a passagem 

de moléculas de diâmetros menores em ambas as direções enquanto retém moléculas grandes 

tais como proteínas. 

Conforme ilustrado na Figura 11, o sistema contendo o extrato de proteína é colocado 

em contato com solução tampão ou água ultrapurificada, cujo volume é muito superior ao 

volume de solução enzimática. O gradiente de concentração do tampão através da membrana 

promove a difusão do soluto (moléculas pequenas e íons) de regiões mais concentradas para as 

menos concentradas (Berg et al., 2010; Nelson et al., 2011). 
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Figura 11. Esquema do processo de diálise. As proteínas (vermelho) ficam retidas no interior da membrana, 

enquanto moléculas pequenas (azul) atravessam a membrana. Fonte: Adaptado de Berg et al., (2010). 

 

A diálise constitui uma técnica útil para a remoção de sais, carboidratos, 

oligossacarídeos, oligopeptídeos e pequenas proteínas contaminantes. Porém, é ineficaz na 

distinção das proteínas que compõem o extrato enzimático (Evans et al., 2009). 

 
2.9 APLICAÇÃO DAS LIPASES 

 
 

Lipases fúngicas constituem um importante grupo de enzimas biotecnologicamente 

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

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

que torna muito atraente para aplicações industriais. Elas também podem ser produzidas através 

da tecnologia de DNA recombinante (Juntachai et al., 2011; Colla et al., 2012). 

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

transesterificação e interesterificação, amplia consideravelmente as aplicações comerciais e 

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

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

de efluentes ricos em óleos e gorduras (Pandey et al., 2004). 

Na tabela 5 é relatada algumas aplicações industriais das lipases, a reação química 

realizada pela enzima e o produto ou aplicação gerado. 
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Tabela 5. Aplicações industriais das lipases microbianas. Fonte: Colla et al., (2012). 
 

 
Indústria Ação Produto ou Aplicação 

 
Detergentes 

 
Hidrólise de gorduras 

 
Remoção de óleos 

Derivsados de laticínios Hidrólise da gordura do leite, 

maturação de queijos, 

modificações de manteigas 

Desenvolvimento de agentes 

flavorizantes em leite, queijos 

e manteiga 

 

Panificação 
 

Melhorador de flavors 
 

Prolongar a vida de prateleira 

Carnes e peixes Desenvolvimento de flavors Remoção de gordura, produtos 

de carnes e peixes 

“Health foods” Transesterificação Produção de alimentos com 

apelo nutricional 

Bebidas Aromas Bebidas 

Cosméticos Síntese Emulsificantes, umidificantes 

Limpeza Hidrólise Remoção de gorduras 

Couro Hidrólise Produtos de couro 

Papel Hidrólise Melhoria da qualidade de 

papel 

Farmacêutica Transesterificação, hidrólise Lipídios específicos, 

digestivos 

Química Enantiosseletividade, síntese Construção de blocos quirais 

Gorduras e óleos Transesterificação, hidrólise Manteiga de cacau, 

margarinas, ácidos graxos, 

glicerol, mono e diglicerídios 

 

 

2.9.1 Indústria de detergente 

 
 

Um dos campos de maior aplicação industrial das lipases é a indústria de detergentes. O 

poder de limpeza dos detergentes é aumentado pela adição de enzimas em sua composição, 

como amilases, proteases, celulases e lipases (Colla et al., 2012). Segundo Grbavčić et al., 

(2011) e Hugheset al., (2012), os principais requisitos para a aplicação da lipase nas indústrias 

de detergentes incluem: alta especificidade do substrato, atividade e estabilidade a pH alcalino 

uma vez que precisam atuar em condições de lavagem (pH 10-11 e 30 a 60 °C) e temperaturas 

acima de 40 °C, habilidade para hidrolisar gorduras de várias composições e a compatibilidade 

com diferentes componentes em um detergente, incluindo íons metálicos, surfactantes, 

oxidantes e proteases. 
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As lipase podem reduzir a quantidade de detergente liberada no ambiente além de poupar 

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

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

Novo Nordisk, em 1994. Em 1995, foi lançada a Lipolase Ultra® que apresentava maior 

capacidade de remoção de gorduras. A versão LipoPrime®, lançada dez anos após a Lipolase®, 

garantia remoção, em um único ciclo de lavagem, de manchas gordurosas. Diversos fungos 

como Aspergillus oryzae, Candida sp., Rhizopus oryzae e Humicola lanuginosa são conhecidos 

por produzir lipases em condições adequadas para aplicações em detergentes. Lipases fúngicas 

funcionam dissolvendo as manchas gordurosas e removendo nódoas dos tecidos, sendo 

componentes importantes de misturas de detergentes (Hasan et al., 2006; Nunes et al., 2012). 

 
2.9.2 Tratamento de efluente 

 
 

As principais fontes de geração de lipídeos são indústrias de óleos comestíveis, sorvetes, 

laticínios, curtumes, matadouros e os efluentes domésticos e de restaurantes, principalmente de 

“fast food” (HWU et al., 2008; ALVES et al., 2013). Os valores de concentração de lipídeos, 

nesses efluentes, são mostrados na Tabela 6. 

Nas estações de tratamento desses efluentes, a elevada concentração de triacilgliceróis 

necessita inicialmente ser hidrolisada para, em seguida, ser transformada em fonte de carbono 

para as bactérias e, posteriormente, ser convertido em biomassa (lodo ativado) (Dueholm et al., 

2012). 

 
Tabela 6. Fontes de lipídeos e suas concentrações em águas residuárias. 

 

 

Tipos de Efluente Concentração de 

Lipídios (mg/L) 

Referências 

Domésticos 40 – 100 Henze, 2012 

Matadouros e Avícolas Acima de 500 Petruy; Lettinga, 1997 

Laticínios 4.680 Mendes et al., 2006 

Continuação...   

 

Continuação... 
  

Restaurantes 98 Dharmisthiti; Kuhasuntisook,1998 

Azeite de oliva 16.000 De Felice et al., 1997 

Sorvetes 845 Hawkes et al., 1995 
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Em geral, esses resíduos possuem elevados teores de demanda bioquímica de oxigênio 

(DBO) (Tab. 7), tendo em vista que o conteúdo de gorduras aumenta a concentração de matéria 

orgânica. Com o aumento da atividade industrial no Brasil, também ocorreu um aumento na 

quantidade de efluentes gerados, os quais, na sua maioria, não são tratados ou não recebem o 

tratamento adequado, aumentando o impacto ambiental, tornando-se um preocupante problema 

ambiental. Para controlar essa situação, o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), 

pelo artigo 34 da resolução nº 357 de 17 de março de 2005, estabeleceu as seguintes condições 

de lançamento para efluentes em corpos hídricos: pH entre 5,0 a 9,0; temperatura inferior a 40 

ºC, sendo que a temperatura do corpo hídrico receptor não deverá exceder a 3 ºC na zona de 

mistura; concentração de óleo mineral até 20 mg/L e para óleos vegetais e gorduras animais até 

50 mg/L (CONAMA, 2005). Com essas condições da resolução CONAMA, os efluentes das 

indústrias com elevados teores de lipídios enfrentam um desafio. Os teores de O&G dos 

efluentes variam de acordo com o tipo de atividade da indústria: 200 a 2000 mg/L para as 

indústrias de laticínios; 500 mg/L a 16000 mg/L para as indústrias de extração de óleos vegetais, 

(Mendes et al., 2005). Comparando-se esses valores com os valores estabelecidos percebe-se a 

necessidade de tratamentos para esses efluentes. 

 
Tabela 7. Valores de Demanda Bioquímica de Oxigênio (DBO) para diferentes tipos de águas 

residuárias. Fonte: Harper (2014). 
 
 

Águas residuárias DBO (mg/L) 

Esgotos sanitários 200-600 

Efluente de alimentos – enlatados 500-2.000 

Efluente de cervejaria 500-2.000 

Efluente de processamento de óleo comestível 15.000-20.000 

Efluente de destilaria de álcool (vinhaça) 15.000-20.000 

Percolado de aterros sanitários (chorume) 15.000-20.000 

Efluente de matadouro 30.000 

Efluente de laticínios 40-48.000 

 

As indústrias de laticínios são consideradas, dentre as indústrias alimentícias, as mais 

poluentes, devido ao seu elevado consumo de água e geração de efluentes líquidos, que por sua 

vez, constituem a principal fonte de poluição dessa tipologia de indústria (Vourch et al., 2008). 

Esses efluentes se caracterizam por apresentar elevada carga orgânica e de nutrientes, e, quando 

descartados de maneira incorreta, podem causar grandes problemas ambientais (Fig. 12). 
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Os efluentes líquidos gerados pelas indústrias de laticínios são compostos por leite e 

derivados diluídos, material sólido, principalmente substâncias graxas, detergentes e 

desinfetantes usados nas operações de limpeza, lubrificantes de máquinas e esgoto doméstico, 

se caracterizando pelos altos teores de matéria orgânica, óleos e graxas e sólidos suspensos e 

pelo odor originado pela decomposição da caseína (Machado et al., 2002). As operações de 

lavagem e limpeza consistem no enxágue e desinfecção de latões de leite, tanques diversos e 

tubulações, com fins de remoção de resíduos de leite e outras impurezas, e na lavagem de pisos. 

Os efluentes gerados nas etapas de lavagem correspondem a 50 a 95% do volume total de 

efluentes gerados (Omil et al., 2003). 

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

dos tratamentos convencionais. Além disso, as enzimas atuam em poluentes específicos e, com 

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

Dentro deste contexto, diversos trabalhos relatam a utilização de preparados enzimáticos 

obtidos por fermentação uma alternativa de baixo custo para o tratamento de efluentes com 

elevados teores de gordura gerados na indústria de um modo geral (Hughes et al., 2012). 

A utilização de lipases produzidas por fermentação microbiana vem se mostrando como 

uma alternativa para o pré-tratamento desses efluentes, pois através da hidrólise das gorduras 

são liberados ácidos graxos de baixa massa molar, que são facilmente assimilados pelo 

consórcio microbiano presente nos sistemas biológicos tais como lodos ativados e reatores 

anaeróbios (Jung et al., 2002). A hidrólise enzimática também apresenta como vantagem o fato 

de não gerar lodo com alto teor de gordura, como ocorre nos pré-tratamentos convencionais, 

cuja disposição pode ser problemática (Cammarota; Freire, 2006). 

Essas enzimas, podem ser utilizadas diretamente na forma bruta (caldo fermentado) ou 

isoladas para promover um pré-tratamento do efluente antes da degradação anaeróbia. 

Entretanto, estudos têm sido realizados para verificar a possibilidade de cultivo de 

microrganismos produtores de lipases em associação com a degradação de efluentes ricos em 

gorduras (Colla, 2012). Essas enzimas clivam triacilgliceróis específicos, entretanto, podem 

não ser totalmente específicas e catalisar as reações de hidrólise de triacilglicerídeos que 

contêm, em sua composição, diferentes ácidos graxos, o que pode ser de grande interesse para 

o tratamento de efluentes com alto teor de gordura (Saxena et al., 2003). 

Neste contexto, processos alternativos que visam à recuperação ou diminuição da carga 

de gorduras de efluentes são de interesses industriais. Um tratamento preliminar desses 

efluentes por meio da ação das lipases pode reduzir o teor de lipídios, o diâmetro das partículas 

de gorduras em até 60% e o tempo de residência do efluente nas lagoas de estabilização, sendo 
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então considerado um processo viável na busca de ações para minimizar o impacto ao meio 

ambiente (Colla, 2012). 

 
 

Figura 12. Indústria alimentícia produtora de laticínios, situada na cidade de Garanhuns-PE. (A) Entrada da 

indústria; (B) Tanques de coleta do efluente; (C) Imagem do efluente no tanque. Foto: Cyndy Mary Farias. 
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Resumo 

 

As lipases são enzimas que catalisam a hidrólise de triglicerídeos em glicerídeos e ácidos 

graxos e vêm sendo utilizadas em diversos setores industriais como o alimentício, farmacêutico 

e na indústria química e podem ser obtidas a partir de fontes animais, vegetais e microbianas. 

Porem apenas as lipases microbianas são comercialmente utilizadas. Assim, os objetivos deste 

estudo foram caracterizar lipases produzidas por espécies de Aspergillus utilizando óleo de 

resíduo de tilápia (Oreochromis niloticus) como substrato através de fermentação submersa e 

aplicar em formulações de detergente líquido. Foram utilizadas 18 culturas de Aspergillus, 

preservadas em óleo. A produção de lipases foi feita pelo método de fermentação submersa 

utilizando óleo de resíduo de tilápia (Oreochromis niloticus). Foram testadas a compatibilidade 

e estabilidade da lipase em detergentes comerciais (Ipê®; Limpol®; Brilux®) em diferentes 

concentrações (0,5 a 5,0 µl/mL). O fungo que apresentou melhor atividade lipolítica foi o URM 

6647 (Aspergillus versicolor), onde sua lipase mostrou-se estável em todos os detergentes 

testados, retendo mais de 90% de atividade, com melhor estabilidade no detergente Limpol®, 

demonstrando mais de 370% de atividade residual na concentração de 4,5 mL de detergente/mL 

por 30 minutos. A enzima desta cepa apresentou uma temperatura ótima a 40º C, manteve-se 

estável durante 120 min entre 30 a 60 ºC, e um pH óptimo de 10,0 com estabilidade numa faixa 

de 3,0 a 10,0 durante 180 min, sugerindo alto potencial para aplicação nas indústrias de 

detergentes. 

 
Palavras-chave: Aspergillus, atividade lipásica, óleo de peixe, detergentes. 
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Introdução 

 

Lipases (E.C. 3.1.1.3), são enzimas que catalisam a hidrólise de gorduras e óleos, 

liberando ácidos graxos, diacilgliceróis, monoacilgliceróis e glicerol (Hasan et al., 2006; Colla 

et al., 2012). São classificadas como serina hidrolases, pois possuem uma tríade catalítica 

constituída por Ser-Asp / Glu-His em torno do sítio ativo, que por sua vez é composto por uma 

folha com dobra α / β-hidrolase (Gupta et al., 2004, Mala et al., 2007; Sharma, 2011; Ghasemi 

et al., 2014). 

Nos últimos anos tem existido uma grande demanda por enzimas termoestáveis em 

diferentes campos industriais (Lokre; Kadam, 2015). A tendência crescente para aplicação 

comercial da lipase é devido a sua capacidade de manter atividade catalítica em soluções 

orgânicas e conversão de gorduras e óleos em outros produtos de alto valor comercial (Gupta, 

2004; Kumar, Kanwarm, 2012). Esse grupo de enzimas possui diversas aplicações industriais, 

através de sua utilização na produção de alimentos, cosméticos (remoção de lipídeos), 

tratamento de efluentes (decomposição e remoção de substâncias oleosas). Também são 

utilizadas como biocatalisadores ideais em química orgânica, química fina (síntese de ésteres), 

indústria farmacêutica, na produção de aditivos alimentares (intensificação de aromas) e 

detergentes (hidrólise de gorduras) (Treichel et al., 2010; Basheer et al., 2011; Sharma; Kanwar, 

2014). 

A demanda industrial por novas fontes de lipases com diferentes características tem 

estimulado a procura de novos micro-organismos lipolíticos, principalmente de fungos 

filamentosos, ou a procura de novas fontes de carbono com o interesse em otimizar a produção 

de lipases. Fungos filamentosos do gênero Aspergillus se destacam como excelentes produtores 

de metabólitos secundários de interesse industrial e ambiental, pois apresentam uma elevada 

taxa de crescimento e uma grande termotolerância, o que favorece estudos de seleção e 

produção de bioprodutos de alto valor agregado (Berka et al., 1992; Singh; Mukhopadhyay, 

2012; Maldonato et al., 2014). 

Os substratos naturais utilizados na composição de meios de produção de lipases são 

óleos e gorduras contendo triacilgliceróis constituídos de ácidos graxos de cadeia longa, como 

por exemplo os óleos vegetais, já citados como bons indutores da lipase. No entanto, óleo de 

origem animal, como o óleo de peixe, é pouco citado em literatura como substrato para 

produção de lipases, no entanto existem diversos trabalhos citando sua importância nutricional 

e na formulação de biocombustíveis, tornando-se uma alternativa para estudo do processo de 

produção de lipases (Colen et al., 2006; Nandini, Rastogi, 2009; Treichel et al., 2010). 
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Detergentes a base de enzimas são agora preferidos sobre os detergentes modernos 

devido ao melhor desempenho de lavagem e à sua alta eficácia (Sharma et al., 2001; Hamed et 

al., 2010). As lipases microbianas são principalmente utilizadas como aditivos de detergentes, 

uma vez que, existe uma procura contínua de lipases para melhorar a atuação dos detergentes, 

com propriedades desejadas, como suportar outros ingredientes dos detergentes e deve digerir 

varias manchas lipídicas. Pesquisas intensivas ainda são necessárias para obter fontes de lipases 

que possam substituir parcial ou totalmente os tensoativos e outros ingredientes de detergentes 

tóxicos (Niyonzima, More, 2015). 

Assim, o presente trabalho teve como objetivos caracterizar quanto a produção de 

lipases espécies de Aspergillus em fermentação submersa, utilizando como um novo relato de 

substrato, o óleo de resíduo de Tilápia (Oreochromis niloticus), caracterizar parcialmente a 

enzima e aplicar em formulações de detergentes lava-louças. 

 
Metodologia 

 
 

Microrganismos 

Os fungos utilizados foram do gênero Aspergillus, 18 cepas isoladas de torta de mamona, 

cedidas pela Micoteca URM do Departamento de Micologia da Universidade Federal de 

Pernambuco (Tab. 1). Foram inoculadas em Agar Extrato de Malte (MEA: malte 20 g/L, glicose 

20 g/L, peptona 1 g/L, ágar 20 g/L) e incubadas durante 7 dias a 25ºC. 

 
Padronização de inóculo 

Placas de Petri com 6 cm de diâmetro, contendo 7 mL de meio MEA esterilizado, foram 

inoculadas com cada linhagem e incubadas durante 7 dias no escuro a 25°C. Em seguida, 5 

discos de 6 mm foram cortados, com furador de cortiça estéril, da área periférica das colônias 

para suspender os esporos dos discos em 30 mL de uma solução de Tween 80 (0,02%). A 

concentração de esporos foi ajustada para 5x105 esporos/mL. 
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Tabela 1. Espécies de Aspergillus avaliadas quanto à capacidade de produzir lipases. 
 
 

Nº 

URM* 

 

Espécie 
Nº 

URM 

 

Espécie 

6613 Aspergillus avenaceus G. Sm. 5829 A. ochraceus Wilhelm 

5606 A. carbonarius (Bainier) Thom 5620 A. parasiticus Speare 

6616 A. carneus Blochwitz 5787 A. sclerotiorum J.N. Rai 

6628 A. clavatus Desm. 4508 A. stromatoides Raper & Fennell 

5609 A. flavus Link 5614 A. tamarii Kita 

5838 A. japonicus Saito 6647 A. terreus Thom 

6610 A. melleus Yukawa 5792 A. ustus (Bainier) Thom. & Church 

5794 A. niger Tiegh. 5591 A. variecolor Thom & Raper 

5827 A. niveus Blochwitz 6706 A. versicolor(Vuillemin) Tiraboschi 

*URM= número de registro 

 
 

Obtenção dos exemplares 

 
 

Matéria Prima para a produção do óleo de tilápia 

Resíduos (carcaças e vísceras) de Oreochromis niloticus foram doados pela indústria 

Netuno Pescados localizada no Estado de Pernambuco, Brasil. Os mesmos foram 

acondicionados em gelo e transportados para o Laboratório de Enzimologia da Universidade 

Federal de Pernambuco. As carcaças (sem vísceras) foram armazenadas em freezer a -20 °C. 

 
Preparação do hidrolisado proteico 

Hidrolisados proteicos de peixe foram produzidos por hidrolise enzimática de acordo 

com Silva et al., (2014). As carcaças (1000 g, sem vísceras) foram lavadas com água destilada 

e trituradas junto com 0,5% de enzima comercial (Alcalase, Produto Código P4860, fornecido 

pela Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). A mistura (proporção de 1:1, 1000 g de carcaça e 

1000 mL de solução com Alcalase) foi digerida em banho maria durante 4 horas a 45ºC. 

Posteriormente, a temperatura foi elevada para desativar a reação. No final do processo ocorreu 

separação por filtração das partes sólida e líquida (HPP) através de uma peneira com malha de 

1mm2. O hidrolisado HPP foi acondicionado em recipientes e congelados a -20º C para 

posteriores processos. 
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Os resíduos (carcaça com exceção das vísceras) foram descongelados em temperatura 

ambiente, lavados com água filtrada e posteriormente foram triturados em liquidificador 

industrial junto com alcalase Novo Nordisk (Bagsvaerd, Denmark) a 0,5% e água destilada na 

proporção de 1:1. A mistura foi colocada em um becker de vidro em banho-maria, com 

temperatura de 45 ºC onde permaneceu por 4 horas submetida a uma pequena agitação contínua 

para melhorar o contato enzima/substrato. Posteriormente o hidrolisado foi fervido a 100°C, 

durante 10 minutos, para desativação enzimática. No final do processo ocorreu separação das 

partes sólida e líquida através de uma peneira com malha de 1mm2. O Hidrolisado Proteico de 

Peixe (HPP) foi acondicionado em recipientes para posteriores processos (Silva et al., 2014). 

 
Extração do óleo de Tilápia 

 

O óleo obtido foi derivado do HPP a partir de um processo de separação mecânica (Fig. 

1) que dividiu o produto em concentrado proteico e em uma porção oleosa. A parte oleosa foi 

submetida a centrifugação de 12.000 rpm por 15 min a 4 °C, onde o sobrenadante (óleo) foi 

separado e utilizado como substrato para a produção de lipases por fermentação submersa. 

O HPP foi colocado em uma desnatadeira a qual o separou por densidade o HPP em duas 

porções, uma porção proteica e outra porção oleosa. Posteriormente, a porção oleosa foi 

submetida a uma centrifugação de 12.000 rpm por 15 min a 4 °C, sendo recolhido o sobrenadante 

após a finalização do processo (Fig. 1). O óleo recuperado após este processo foi utilizado como 

substrato para a produção de lipases por fermentação submersa. 

 

 
Figura 1 - Fluxograma do procedimento para a obtenção do óleo de peixe a partir do hidrolisado proteico. 
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Fermentação submersa 

A fermentação submersa, segundo adaptação de Pinheiro (2006), foi realizada nas 

seguintes condições: 1% (v/v) do óleo de resíduo de Tilápia (Oreochromis niloticus); 0,5% (p/v) 

extrato de levedura e pH inicial 6,5 contidos em frascos do tipo Erlenmeyers de 250 ml, 

inoculados com uma suspensão de esporos das culturas de Aspergillus sp. testadas, numa 

concentração de 5x108 esporos/ml. Os frascos foram incubados a 28ºC, 120 rpm por 96 horas, 

após este período, as amostras foram filtradas e o sobrenadante utilizado para dosagem da 

atividade enzimática. 

 
Ensaios enzimáticos 

Foi utilizado o método espectrofotométrico para determinar a atividade da lipase de 

acordo com Pimentel et al. (1994), com base na hidrólise de p-nitrofenilpalmitato (pNPP) em p- 

nitrofenol (PNP) e palmitato. A atividade consiste na mistura de 1 mL de extrato bruto e 9 ml da 

solução substrato (0,018 g p-nitrofenilpalmitato (pNPP) dissolvido em 6 ml de isopropanol, em 

450 ml de tampão fosfato 50 mM pH 8,0 contendo 2 g de Triton X-100 e 0,5 g de goma arábica). 

A libertação de pNP a 37 °C, em 30 minutos de incubação, foi detectada a 410 nm. Uma unidade 

de atividade enzimática foi definida como a clivagem de 1 µmol/min pNPP, pH 8,0 (0,05 M de 

fosfato tampão fosfato), 37 °C. O coeficiente de absorção molar de pNPP (1,32 x 104 M-l.cm-1) 

foi utilizado para calcular a atividade enzimática. 

O teor de proteína foi determinada espectrofotometricamente utilizando albumina de soro 

bovino (BSA) como padrão, a uma absorbância de 595 nm (Bradford, 1976). 

 
Efeito e estabilidade ao pH e temperatura 

Para estudar o pH ótimo para a atividade da lipase, o extrato bruto foi analisado na faixa 

de pH 3,0 - 10,0 usando os seguintes tampões (100 mM): citrato (pH 3,0 – 6,0), fosfato (pH 6,0 

– 8,0), Tris-HCL (pH 8,0) e carbonato (pH 9,0 – 10,0). Para determinar a estabilidade do pH, o 

extrato bruto foi pré-incubado nos tampões a diferentes valores de pH (3,0 - 10,0) a 37 ° C por 

até 4 h. Atividade residual foi então analisada. A temperatura ótima para atividade da enzima 

também foi estudada. O extrato bruto foi testado em diferentes temperaturas entre 30 e 90 ºC. A 

termoestabilidade da enzima foi avaliada pela incubação da enzima em diferentes temperaturas 

(entre 30 e 90 °C) por até 2 h, após a análise enzimática foi realizada. A atividade enzimática 

residual foi expressa em porcentagem da atividade no tempo zero (100%) (Dantas; Aquino, 

2010). 
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Compatibilidade e estabilidade da lipase em detergentes lava-louças 

Para confirmar o potencial da lipase como um aditivo de detergente, foi testada a sua 

compatibilidade e estabilidade em diferentes concentrações (0,5 a 5,0 µl/ml) de alguns 

detergentes comerciais disponíveis no mercado (Ypê®; Limpol®; Brilux®). Foram examinados 

em soluções aquosas de detergentes, aquecidas a 100 °C durante 60 minutos para desnaturar a 

atividade das proteases nativas caso presentes, e isto foi confirmado pelo ensaio de protease. Em 

seguida, o detergente e a enzima pré-purificada, foram misturados numa proporção de 1:1 (v/v), 

incubados a 37 °C durante 30 min, 1 h e 2 h, seguido por medição da atividade pelo processo de 

ensaio padrão e comparado com o controle (extrato bruto diluído a 1:1 em água destilada sem 

detergente). A atividade relativa foi expressa em atividade percentual, considerando a atividade 

de controle 100% (Moreira et al., 2002). 

 
Resultados e discussão 

 
 

Produção de lipases por culturas de Aspergillus 

Todas as espécies avaliadas foram produtoras de lipases. Aspergillus versicolor URM 

6647 com maior atividade de lipase 7,27 U/ml seguido de A. terreus URM 5606 e A. clavatus 

URM 6610 com produção de 5,69 e 3,40 U/ml, respectivamente, após 96 horas de fermentação 

a 120 rpm e 28 °C (Fig. 2). 

Os fungos do gênero Aspergillus são muito utilizados na produção de lipases, esta enzima 

tem sido amplamente relatada, principalmente pelo fato de 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 como: estabilidade 

em solventes orgânicos, não requerimento de cofatores e ampla especificidade, o que torna as 

lipases importantes para aplicações biotecnológicas (Azeredo et al., 2007). 

Utilizando azeite de oliva como substrato em diferentes concentrações para produção de 

lipases, Damaso et al., (2005) estudaram a produção desta enzima por Aspergillus niger, tendo a 

função de fonte de carbono e indutor da síntese de lipases, e obteve como melhor resultado 2% 

de azeite de oliva (10,7 U/ml). Carvalho et al., (2005), estudando esta mesma espécie e com 

mesmo substrato, obtiveram 18,2 U/ml de atividade enzimática. Pinheiro et al., (2008) avaliaram 

a produção de lipases por Penicillium verrucosun utilizando meio convencional (peptona, extrato 

de levedura, NaCl e óleo de oliva) e industrial (água de maceração de milho, Prodex Lac 

(hidrolisado de levedura), NaCl e óleo de oliva) e as atividades enzimáticas mais elevadas foram 
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3,15 e 2,22 U/ml para o meio convencional e meio industrial, respectivamente. Wolski et al., 

(2009) estudaram o fungo Penicillium sp. cultivado em fermentação submersa (FSM) utilizando 

azeite de oliva como substrato, a atividade de lipase encontrada foi 11,3 U/ml. 

No presente trabalho Aspergillus versicolor URM 6647 está sendo relatado pela primeira 

vez como produtor de lipases assim como o óleo de Tilápia utilizado como indutor para a síntese 

da enzima, e mesmo apresentando resultados inferiores aos trabalhos citados mostrou-se eficaz 

na produção da lipase (7,27 U/ml), pois com estudos de otimização de produção pode-se alcançar 

valores mais elevados de atividade lipolítica, o que torna esta cepa e substrato promissores para 

trabalhos posteriores e aplicação em processos biotecnológicos industriais. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2. Atividade lipolítica das culturas de Aspergillus com 96 horas de fermentação. 

 

Efeito e estabilidade ao pH e temperatura 

Para a caracterização enzimática da lipase foi usado extrato enzimático bruto obtido a 

partir de Aspergillus versicolor URM 6647 que mostrou a maior atividade de lipase. 

A maior atividade foi obtida em pH 10,0 (10,34 U/ml) (Fig. 3). A lipase de Aspergillus 

versicolor URM 6647 foi estável na faixa de pH 3,0-10,0 com valores de atividade acima de 

63,73% nas 4 horas de incubação. A atividade residual máxima detectada ocorreu com 3 horas 

de incubação em pH 5 (229,38%). Porém com 4 horas observou-se um decréscimo da atividade 

residual da enzima para todos os valores de pH testados. Estes resultados mostram que a lipase 

é estável em uma ampla faixa de pH (Fig. 4). 
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Figura 3. Efeito do pH sobre a atividade lipásica de Aspergillus versicolor URM 6647. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Estabilidade ao pH da atividade lipásica de Aspergillus versicolor URM 6647, por até 4 horas de 

incubação. 

 

 

 
O efeito da temperatura sobre a atividade da lipase demonstrou que a atividade relativa 

máxima foi obtida a 40 °C (10,46 U/ml) (Fig. 5). A enzima mostrou-se estável em temperaturas 

de 30 a 60 °C, com valores de atividade acima de 50% nas 2 horas de incubação. Na atividade 

residual máxima detectada com 1 hora de incubação a 30 °C (97,09%), com 2 horas observou-se 

um leve decréscimo da atividade residual da enzima para todas as temperaturas. Estes resultados 

mostram que a lipase de Aspergillus versicolor URM 6647 é estável em uma ampla faixa de 

temperatura (Fig. 6). 
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Figura 5. Efeito da temperatura sobre a atividade lipásica de Aspergillus versicolor URM 6647. 

 

 

 
     

     

     
   

     
   

     

     

 

 

 

 

Figura 6. Estabilidade a temperatura da atividade lipásica de Aspergillus versicolor URM 6647, por até 2 

horas de incubação. 

 

 

 
Ao analisar a estabilidade da lipase ao pH e temperatura é importante saber que as 

condições do ensaio, tempo de incubação, pH, temperatura, metodologia e o substrato utilizado, 

podem interferir diretamente nas propriedades cinéticas e de estabilidade das enzimas, além de 

um mesmo organismo poder apresentar isoformas (Carvalho et al., 2005). Além disso, a 

temperatura e o pH são alguns dos fatores de extrema importância nas reações catalisadas pelas 

lipases. Tais condições podem favorecer a velocidade de reação por um determinado tempo 

(Sharma et al., 2002; Padilha, 2011). 

As melhores condições de estabilidade térmica e pH encontradas para as lipases são as 

seguintes: pH ótimo entre 2,5- 8,5 e estabilidade entre pH 2,0- 10,0; temperatura ótima entre 25 
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e 40 °C e termoestabilidade entre 25 e 50 °C (Mahadik et al., 2002; Falony et al., 2006). Os 

mesmos autores relataram que as lipases produzidas por isolados de Aspergillus niger tiveram 

atividade máxima no pH 2,5 e estabilidade numa faixa de pH 2,0-10,0. No entanto, Pera et al., 

(2006), relatam que o pH ótimo de atividade de A. niger está em torno de 6,0, corroborando com 

Sathi et al., (2013), o qual relatou lipases produzidas por A. terreus com melhor atividade em pH 

6, e estabilidade em ampla faixa de pH 3,0- 10,0. Dantas e Aquino (2010) e Reinehr et al., (2014), 

encontraram como pH e temperatura ótimos para A. niger 7,0 e 37 °C, respectivamente, e 

estabilidade entre pH 4,0- 10,0 e 40- 50 °C. 

Saxena et al., (2003), relatam que a temperatura ótima da lipase de Aspergillus carneus 

é 37 ºC. Pastore et al., (2003) verificaram uma atividade ótima da lipase de Rhizopus próxima a 

40 ºC. Martins (2008), encontrou para Aspergillus fumigatus e Phialemonium sp. pH ótimo entre 

4,5-5,0 e estabilidade entre 4,0- 7,0 e temperatura ótima a 37 ºC. Lipases termoestáveis têm 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 mantêm pelo menos 90% da atividade após 15 minutos a 60 °C (Said; 

Pietro, 2004). 

Os trabalhos citados, de uma forma geral, corroboram com os resultados obtidos nessse 

estudo com Aspergillus versicolor URM 6647 que apresentou estabilidade ao pH entre 3,0-10,0, 

temperatura ótima a 40 °C e termoestabilidade entre 30 a 60 °C, no entanto, difere quanto ao pH 

ótimo apresentado por esta cepa que foi pH 10,0, extremamente alcalino, enquanto os trabalhos 

citados apresentam ótimo de pH entre 2,5- 7,0, ou seja, na faixa de extremamente ácido a neutro. 

Estes dados evidenciam que as características de enzimas microbianas variam com a enzima em 

estudo , estirpe produtora , bem como as condições de fermentação (Kumari et al., 2012) . 

 

Compatibilidade e estabilidade da lipase em detergentes lava-louças 

A lipase de A. versicolor URM 6647 mostrou-se estável em todos os detergentes 

testados, retendo mais de 90% de atividade, contudo foi mais estável com o detergente da marca 

Limpol® com mais de 150% de atividade residual até 2 horas de incubação nas concentrações 

testadas, com máximo de 370% na concentração de 4,5 ml de detergente/ml por 30 minutos a 

37 °C (Fig. 7). 



Farias, Cyndy M. M. – Produção e Aplicação de Lipases obtidas de Aspergillus seção Terrei.. 68 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 7. Compatibilidade e estabilidade da lipase de Aspergillus versicolor URM 6647 em detergentes lava- 

louças 

 

 

 
Li et al., (2014) testaram quarenta e cinco cepas quanto a estabilidade e compatibilidade 

com detergentes comerciais. Destas, as lipases testadas de oito cepas apresentaram desempenho 

superior. Das oito amostras, cinco cepas produtoras de lipases que apresentam alto desempenho 

de lavagem foram utilizadas para um segundo teste, que revelou que o isolado PS59 secreta uma 

lipase extracelular com elevada eficácia de lavagem a baixa temperatura e condições de alta 

alcalinidade. Segundo Grbavčić et al., (2011) e Anobom et al., (2014) os principais requisitos 

para a aplicação da lipase nas indústrias de detergentes incluem: alta especificidade do substrato, 

atividade e estabilidade a pH alcalino e temperaturas acima 40 °C, e a compatibilidade com 

diferentes componentes em um detergente, incluindo íons metálicos, surfactantes, oxidantes e 

proteases. Assim, a lipase de A. versicolor URM 6647 que se mostrou estável em todos os 

detergentes testados e apresentou altas atividades e estabilidade em pH alcalino (8,0-10,0) e 

temperaturas altas (40- 60 °C) como mostrado anteriormente, sugere que esta cepa apresenta alto 

potencial para aplicação nas indústrias de detergentes. 
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Conclusões 

Aspergillus versicolor URM 6647 foi relatado pela primeira vez como produtor de lipases 

utilizando como substrato óleo de HPP, indutor para a síntese da enzima em cultivo líquido 

submerso em 96 horas de incubação. Esta lipase atuou de forma eficiente dentro dos parâmetros 

de estabilidade recomendados de pH (8,0-10,0) e temperatura (40-60 °C), para as enzimas como 

aditivos de detergente líquido, sendo o pH ótimo na faixa de 10 e temperatura ótima a 40 ºC. 

Além disso, a lipase manteve-se estável em várias concentrações na presença de vários 

detergentes comerciais, com destaque de atividade residual de 370% na concentração de 4,5 mL 

do detergente Limpol/mL por 30 minutos a 37 °C. 
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Resumo 

 
A grande demanda industrial por novas fontes de lipases com diferentes características, 

tem estimulado a busca de novas cepas de micro-organismos lipolíticos, principalmente de 

fungos, e a procura de novas fontes de substratos com o interesse em otimizar a produção de 

lipases. Espécies como Aspergillus terreus vem sendo objeto de estudos devido a sua 

capacidade de produzir lipases extracelulares. A Micoteca URM possui em seu acervo cerca de 

80 culturas pertencentes à seção Terrei, porém, algumas culturas necessitam de uma revisão 

taxonômica devido à complexidade na identificação de algumas espécies. Assim, características 

morfológicas precisam ser combinadas com outros caracteres como o sequenciamento de DNA 

para se assegurar resultados seguros e satisfatórios na classificação dos microrganismos. O 

objetivo deste trabalho foi identificar espécies da seção Terrei através da taxonomia clássica e 

molecular, selecionar o melhor produtor e melhores condiçoes através dos planejamentos 

Plakett-Burman (PB) e Doehlert para produção de lipases utilizando como substrato resíduo 

pesqueiro. Vinte e oito de Aspergillus pertencentes a seção Terrei mantidas na Coleção de 

Culturas Micoteca URM, sob o método de óleo mineral, foram reativadas, inoculando os 

isolados em três temperaturas distintas no CYA e MEA, e em seguida extraído DNA, 

amplificadas as regiões ITS 1 e ITS 2 e parcial do gene β-tubulina, o que nos certifica de que 

os estudos com a biologia molecular e taxonômica devem ser feitos em conjunto para uma 

melhor compreensão e resultados precisos. O estudo de produção foi conduzido utilizando 

Planejamento Estatístico do tipo Plackett-Burman (PB), avaliando 10 variáveis. Dois 

componentes nutricionais, a concentração do hidrolisado e de extrato de levedura, foram 

identificados como variáveis que influenciam a produção de lipases. Os valores óptimos dessas 

três variáveis foram otimizados utilizando o delineamento experimental Doehlert. Utilizando o 

design de Metodologia por superfície de resposta foi verificado a interação entre o hidrolisado 

e extrato de levedura nas seguintes concentrações ótimas para produção de lipases: hidrolisado 

(10% v/v), extrato de levedura (0,2% p/v), tempo de fermentação (120h), Rotação (150 rpm), 

pH 7,5 a 30 °C. Mostrando um melhor resultado para produção máxima de lipase de 35,04 

U/mL por A. terreus URM 6614. 

 
Palavras-chave: Aspergillus terreus, biologia molecular, planejamento experimental, lipases. 
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Introdução 

 
 

Aspergillus estão entre os organismos mais abundantes e amplamente distribuídos na Terra. 

Adaptam-se à ampla variedade de nichos aquáticos e terrestres, além de produzirem uma 

enorme variedade de metabolitos. Atualmente existem cerca de 837 espécies descritas, sendo 

muitas dessas espécies consideradas raras, porém algumas estão entre os fungos mais comuns 

na Terra (Klich, 2002; Samson; Varga, 2009; Hawksworth, 2011). 

Segundo Alexopoulos et al., (1996), Aspergillus trata-se de um gênero de fungos 

anamórficos, cuja reprodução ocorre através da produção de conídios (esporos de origem 

assexuada). A principal característica deste gênero é a produção de conidióforos distintos. 

Compondo o gênero, há várias seções que abrigam espécies com características morfológicas 

similares, bem como filogeneticamente próximas, como a seção Terrei (Samson; Varga, 2009). 

Espécies de Aspergillus seção Terrei, descrita por Gamset al., (1985), são economicamente 

importantes, destacando-se a espécie A. terreus, excelente produtora de ácidos e enzimas com 

aplicações biotecnológicas (Raper e Fennell, 1965). Atualmente, a seção Terrei abriga nove 

espécies, incluindo Aspergillus terreus e suas variedades, A. niveus, A. carneus, A. niveus var. 

indicus, A. allahabadii, A. ambiguuse A. microcysticus (Varga et al., 2005; Peterson, 2008; 

Samson, et al., 2011). Pelo fato da similaridade de algumas culturas, muitas vezes é necessária 

uma revisão taxonômica devido à complexidade de se identificar algumas espécies. Desse 

modo, características morfológicas precisam ser combinadas com outros caracteres que incluem 

sequenciamento de DNA. Nos estudos moleculares, tem sido sugerido o sequenciamento da 

região ITS do rDNA para auxiliar na identificação de espécies estreitamente relacionadas, assim 

outros loci variáveis, como β-tubulina e calmodulina (Samson et al., 2011). 

Dentre a ampla variedade de enzimas produzidas por esse gênero, destaca-se a lipase 

(Triacilglicerol éster hidrolases E.C 3.1.1.3), a qual naturalmente catalisa a hidrólise de ligações 

éster presentes em triglicerídeos/acilgliceróis, liberando ácidos graxos, glicerol e água. As 

lipases microbianas são consideradas versáteis, pois apresentam uma série de vantagens em 

relação às lipases produzidas por células animais e vegetais (Seth et al., 2014). Possuem um 

elevado rendimento de conversão do substrato em produto, alto nível de adaptação às condições 

ambientais e apresentam grande capacidade de realizar reações de catálise em condições 

extremas de temperatura e pH e solventes orgânicos com enantiosseletividade (Nigam, 2013; 

Sharma; Kanwar, 2014). A estrutura química e as características cinéticas das lipases 

microbianas produzidas variam dependendo do micro-organismo, gênero, espécie e da 

composição do meio de produção utilizado (Tavares et al., 2011; Fickers; Nicaud, 2013). A 
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seleção adequada dos nutrientes presentes na elaboração dos meios de produção de lipase, 

envolve uma série de estudos prévios para introdução de novas fontes de substratos, como 

aqueles originados a partir do aproveitamento de resíduos de origem vegetal ou mesmo animal, 

afim de permitir uma maior produção da enzima com custos reduzidos (Berglund, 2007; Ray, 

2012). 

O setor pesqueiro é uma atividade de grande importância econômica em diversas 

localidades do Brasil. A industrialização de peixe gera uma quantidade expressiva de resíduos 

ricos em proteínas e em ácidos graxos de cadeia longa. As gorduras animais são geralmente 

mais baratas do que óleos vegetais, porque, em vez de um produto primário, representam um 

subproduto da agroindústria animal; também a demanda por este produto é menor do que a 

maioria dos óleos vegetais mais comuns. Entre as gorduras animais, destacam-se os óleos de 

peixe, que representam um grande potencial de oferta, pois um terço da captura mundial de 

pescado não é empregado para o consumo direto na alimentação humana, seguindo para 

elaboração de rações ou desperdiçada como resíduo (Cavalcante et al., 2005; Lima, 2013). 

Fungos filamentosos do gênero Aspergillus se destacam como excelentes produtores de 

metabólitos secundários de interesse industrial e ambiental, pois apresentam uma elevada taxa 

de crescimento e uma grande termotolerância, o que favorece estudos de seleção e produção de 

bioprodutos de alto valor agregado (Singh; Mukhopadhyay, 2012; Gopinath et al., 2013; 

Maldonato et al., 2014). Diante do exposto, os objetivos deste trabalho foram reativar, 

autentiticar taxonomicante através de taxonomia clássica e molecular culturas de Aspergillus 

pertencentes a seção Terrei, selecionar melhor produtor e estabelecer melhores condições de 

produção de lipases, utilizando resíduo pesqueiro como substrato. 

 
Metodologia 

 
 

Micro-organismos 

Vinte e oito linhagens de Aspergillus seção Terrei (Tab. 3) obtidas a partir da coleção 

de culturas Micoteca URM foram inoculadas em Agar Extrato de Malte (MEA: malte 20 g/L, 

glicose 20 g/L, peptona 1 g/L, ágar 20 g/L) e incubadas durante 7 dias a 28 ºC (± 2 ºC). 

 
Reativação das Culturas 

Todas as linhagens de Aspergillus seção Terrei foram inoculadas sobre Caldo Glicosado 

contido em tubos de ensaio (Lacaz et al., 2002) e então, incubadas por 7 dias a 28 ºC (± 2 ºC). 
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Após o crescimento, as culturas foram transferidas para tubos de ensaio contendo o meio Ágar 

Extrato de Malte e incubadas até o crescimento, ou por até 7 dias a 28 ºC (± 2 ºC). 

 
Autenticação das culturas através de taxonomia clássica 

A autenticação taxonômica clássica foi procedida de acordo com Raper; Fennell, 1965 

e Samson et al., (2007; 2010). Os esporos de cada cultura de Aspergillus 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 utilizados para inoculação em três pontos das placas de Petri contendo 25 mL dos 

meios de cultura Ágar Czapek Levedura (CYA), Ágar Extrato de Malte (MEA); 25% Ágar 

Glicerol (G25N), Ágar Creatinina (CREA) e Ágar Aveia (OA). A incubação ocorreu a 5 ºC, 25 

ºC e 37 ºC para CYA e a 25 ºC para MEA, CREA, OA e G25N. Para a identificação das espécies 

foram observadas características macroscópicas e microscópicas. 

 
Identificação das espécies Aspergillus seção Terrei através de biologia molecular 

 
 

 Obtenção de micélio para extração do DNA das amostras 

Esporos das espécies acrescidos em meio ágar malte à 28 ºC por 7 dias foram suspensos 

em 100 mL do mesmo meio, porém em estado líquido, contidos em frascos de Erlenmeyers de 

250mL. Os frascos foram mantidos sob agitação a 27 rpm por 120 horas à 28 ºC. 

Posteriormente, o micélio foi coletado por filtração a vácuo, lavado com água destilada 

esterilizada, e estocado a 20°C, até o momento de uso para extração de DNA (O’Donnell, 1979). 

 
Extração do DNA genômico e amplificação da Região ITS do rDNA 

A extração do DNA genômico foi realizada de acordo com Kuramae-Izioka et al., 

(1997). A massa micelial foi triturada na presença de nitrogênio líquido e o micélio colocado 

em tubos de Eppendorf de 1,5 mL. Foram adicionados 700 µL do tampão de extração (tris-HCl 

1M; pH 8,0; NaCl 5M; EDTA 0,5 mM; pH 8,0; dodecil sulfato de sódio 10%) previamente 

aquecido a 65 °C. As amostras foram incubadas em banho-maria a 65 °C, por 30 minutos, e 

agitadas, levemente, a cada 10 minutos. Em seguida, foram adicionados 500 µL de acetato de 

potássio (5M), procedendo-se a homogeneização, incubação no gelo por 30 minutos e 

centrifugação a 14500g por 10 minutos. Retirado o sobrenadante, um volume da solução 

clorofil (clorofórmio/álcool isoamílico na proporção de 24:1), foi adicionado, seguido de 

centrifugação a 14500g por 10 minutos. Após a centrifugação, o sobrenadante foi transferido 

para novos tubos, aos quais foi adicionado um volume de isopropanol absoluto resfriado a 4 
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°C. Após inversão dos tubos por várias vezes, os mesmos foram centrifugados para precipitação 

do DNA, descartando-se o sobrenadante em seguida. O “pellet” foi lavado com etanol 75%, e 

as amostras submetidas à centrifugação a 14500g por 10 minutos. Após secagem em 

temperatura ambiente, o DNA foi ressuspenso em 70 µL de tampão TE (Tris-HCl 1M e EDTA 

0,5M; pH 8,0), e a suspensão de DNA foi armazenada a -20°C até o momento do uso. 

 
Produção Enzimática 

 
 

Padronização de inóculo 

Placas de Petri com 6,0 cm de diâmetro, contendo 7,0 mL de meio MEA esterilizado, 

foram inoculadas com cada linhagem e incubadas durante 7 dias no escuro a 25 °C. Em seguida, 

5 discos de 6,0 mm foram cortados, com furador de cortiça estéril, da área periférica das 

colônias para suspender os esporos dos discos em 30 mL de uma solução de Tween 80 (0,02%). 

A concentração de esporos foi ajustada para 5x105esporos/mL. 

 
Fermentação submersa 

O experimento foi realizado, segundo adaptação de Pinheiro (2006), em duplicata 

utilizando Erlenmeyers de 250 mL contendo meio I composto por 1% (v/v) do óleo de resíduo 

de Tilápia (Oreochromis niloticus), 0,5% (p/v) extrato de levedura e pH inicial 6,5; meio II 

contendo 1% (v/v) do hidrolisado de Tilápia, 0,5% (p/v) extrato de levedura e pH inicial 6,5; 

meio III contendo 1% (v/v) do hidrolisado de camarão (Macrobrachium rosenbergii); 0,5% (p/v) 

extrato de levedura e pH inicial 6,5 contidos em frascos do tipo Erlenmeyers de 250 ml. Os 

frascos foram incubados a 28 ºC, 120 rpm por 96 horas, após este período, as amostras foram 

filtradas e o sobrenadante utilizado para dosagem da atividade enzimática. 

 
Ensaios enzimáticos 

Foi utilizado o método espectrofotométrico para determinar a atividade da lipase de 

acordo com Pimentel et al., (1994), com base na hidrólise de p-nitrofenilpalmitato (pNPP) em p- 

nitrofenol (PNP) e palmitato. A atividade consiste na mistura de 1 ml de extrato bruto e 9 ml da 

solução substrato (0,018 g p-nitrofenilpalmitato (pNPP) dissolvido em 6 ml de isopropanol, em 

450 ml de tampão fosfato 50 mM pH 8,0 contendo 2 g de Triton X-100 e 0,5 g de goma arábica). 

A libertação de pNP a 37 °C, em 30 minutos de incubação, foi detectada a 410 nm. Uma unidade 

de atividade enzimática foi definida como a clivagem de 1 µmol/min pNPP, pH 8,0 (0,05 M de 
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fosfato tampão fosfato), 37 °C. O coeficiente de absorção molar de pNPP (1,32 x 104M-l.cm-1) 

foi utilizado para calcular a atividade enzimática. 

O teor de proteína foi determinado espectrofotometricamente utilizando albumina de soro 

bovino (BSA) como padrão, a uma absorbância de 595 nm (Bradford, 1976). 

 
Efeito ao pH e temperatura 

Para estudar o pH ótimo para a atividade da lipase, o extrato bruto foi analisado na faixa 

de pH 3,0 - 10,0 usando os seguintes tampões (100 mM): citrato (pH 3,0 – 6,0), fosfato (pH 6,0 

– 8,0), Tris-HCL (pH 8,0) e carbonato (pH 9,0 – 10,0). A temperatura ótima para atividade da 

enzima também foi estudada. O extrato bruto foi testado em diferentes temperaturas entre 30 e 

90 ºC (Dantas; Aquino, 2010). 

 
Otimização do meio de produção de lipases por estatística de aproximação meio de 

fermentação 

O meio de produção de lipases foi preparado utilizando hidrolisado de Tilápia como 

meio basal, que continha diferentes concentrações de nutrientes testados de acordo com os 

experimentos do planejamento estatístico. O meio de cultivo teve o pH inicial ajustado de 

acordo com o planejamento e esterilizado a 121 ˚C durante 15 min. Suspensões do isolado 

selecionado foram adicionados a cada 50 mL de meio em Erlenmeyer de 250 mL de acordo 

com a concepção da matriz. Os frascos foram incubados por até seis dias em diferentes 

temperaturas, sob agitação orbital em diferentes rotações. Para a identificação e seleção das 

variáveis significativas para a produção de lipases foi utilizado o planejamento saturado de 

Plackett-Burman (PB) 

 
Identificação e seleção das variáveis significativas para a produção de lipases usando 

planejamento Plackett-Burman (PB) 

O delineamento experimental Plackett-Burman (Plackett eBurman, 1946) com e base no 

modelo de primeira ordem: 

 

 

foi utilizado para rastrear as variáveis importantes que influenciam produção de lipases. O 

número total de ensaios de acordo com o Plackett-Burman é k + 1, onde k é número de variáveis 

(componentes do meio). Cada variável foi representada em dois níveis, inferior e superior, que 

são indicado por (-1) e (+1), respectivamente (Tab. 1). 
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Tabela 1. Variáveis e níveis utilizados no planejamento Plackette-Burman (PB) 
 

 
Variáveis Inferior (-1) Superior (+1) 

1 - Concentração do hidrolisado % 1 2 

2 – pH 6,5 7,5 

3 – Temperatura°C 30 35 

4 – Tempo de fermentação 120 144 

5 - Rotação 150 160 

6 – Concentração de (NH4)2SO4% 0,01 0,025 

7 – Concentração de extrato de levedura % 3 4 

8 - Concentração de CaCl2% 0,01 0,025 

9 - Concentração de NaCl % 0,01 0,025 

10 – Concentração de KH2PO4 % 0,01 0,025 

 

Otimização das variáveis significativas para a produção de lipases usando planejamento 

Doehlert 

O planejamento Doehlert (Doehlert, 1970) foi empregado paragerar superfícies de 

resposta com uma boa estimativa do parâmetros do modelo matemático quadrática permitindo 

o estudo de três variáveis independentes em diferentes níveis. Todo o domínio experimental é 

explorado com um número mínimo de experiências de acordo uma abordagem sequencial, 

estudando em primeiro lugar apenas dois fatores, em seguida, três fatores, e assim por diante. 

De acordo com o Doehlert design, o número total de combinações experimentais é K
2
 + K + n0, 

onde k é o número de variáveis independentes e n0 é o número de repetições das experiências 

no ponto central. O domínio experimental foi concebido por seu centro e pelas variações de 

cada fator em todo o centro. 

 
Tabela 2. Variáveis significativas utilizadas no planejamento Doehlert 

 
 

Experimento Extrato de levedura (%) Concentração de hidrolisado (%) 

1 1,5 4,0 

2 1,5 6,0 

3 1,0 3,0 

4 1,0 5,0 

5 1,0 5,0 

6 1,0 5,0 

7 1,0 7,0 

8 0,5 4,0 
9 0,5 6,0 
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Análise estatística 

Para a comparação de médias, da produção enzimática entre os fungos, foi utilizado o 

Teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade por meio do programa SISVAR (Ferreira, 

2011). Todos os ensaios foram realizados aleatoriamente. Após obtenção dos resultados nos 

planejamentos experimentais, os mesmos foram avaliados através da Análise de Variância 

(ANOVA) através do programa Statistica 7.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, USA), para indicar as 

variáveis com efeitos estatisticamente significativos (p<0,1) e o ajuste do modelo aos dados 

experimentais. 

 
Validação 

Após a obtenção da condição predita como ótima foi realizado um experimento em 

triplicata para a validação. 

 
Resultados e Discussões 

 
 

Identificação das espécies Aspergillus seção Terrei através da taxonomia clássica e molecular 

Espécies pertencentes à seção Terrei apresentam como características comuns a cabeça 

conidial colunar em tons de marrom. A espécie tipo da seção é Aspergillus terreus Thom (Gams 

et al., 1985). Trata-se de um fungo comum em solos, mas facilmente encontrado em outros 

ambientes (Samsom et al., 2011). Linhagens desta espécie cosmopolita são freqüentemente 

isolados de deserto e pradarias e pilhas de compostagem, e como contaminantes de produtos 

vegetais armazenados como milho, cevada e amendoim (Kozakiewicz, 1989). Recentemente, 

no Brasil, A. terreus Thom foi isolada a partir de solos de área de Caatinga, demonstrando sua 

capacidade de adaptação à baixa disponibilidade de água (Cruz et al., 2014). 

Devido à aproximação morfológica apresentada pelas espécies do gênero Aspergillus 

que compõem a seção Terrei, tornou-se necessária a revisão de algumas destas culturas 

preservadas na Coleção de Culturas Micoteca URM. Tais culturas são frequentemente 

fornecidas tanto para pesquisas científicas, quanto para a utilização industrial. Diante da 

excelência e rigor da qualidade dos serviços prestados pela Micoteca URM, tais culturas 

precisam ter sua taxonomia autenticada através de uma abordagem polifásicada na qual a 

biologia molecular tem sido aplicada em complemento à taxonomia clássica, tornando o 

processo taxonômico mais refinado. 

Todas as 28 culturas preservadas sob óleo mineral apresentam-se viáveis e suas 

características morfológicas e fisiológicas preservadas (Tab. 3). O tempo de preservação variou 
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de três (URM 6681) a 28 anos (URM 2803). Para autenticação taxonômica, todas as culturas 

tiveram suas características macroscópicas e microscópicas avaliadas e sua identificação 

clássica confirmada (Fig. 1-3). 

 
 

 
Figura 1. URM 4318 (2) Culturas incubadas durante 7 dias A/B – 37 °C em CYA; C/D – 25 °C; E – 5°C em CYA; 

F/G – 37 °C em MEA; H/I – 25 °C em MEA; J – 5 °C em MEA. 

 

 
 

Figura 2. URM 4658 (10) Culturas incubadas durante 7 dias A/B – 37 °C em CYA; C/D – 25 °C; E – 5 °C em 

CYA; F/G – 37 °C em MEA; H/I – 25 °C em MEA; J – 5 °C em MEA. 

 

 

Figura 3. URM 5245 (22) Culturas incubadas durante 7 dias A/B – 37°C em CYA; C/D – 25 °C; E – 5 °C em 

CYA; F/G – 37 °C em MEA; H/I – 25 °C em MEA; J – 5 °C em MEA. 



Farias, Cyndy M. M. – Produção e Aplicação de Lipases obtidas de Aspergillus seção Terrei.. 80 
 

 

 
 

Os alinhamentos de sequências foram realizados por MEGA v 6.0 e melhorados 

manualmente. Foi estimado MrModelTest utilizando MEGA v 6.0 e o melhor modelo de ajuste 

para cada partição de dados foi T92+G para ITS e K2+G para Beta. Além disso, 18 sequências 

de estirpes para β- tubulina e 10 para ITS foram obtidos a partir de GenBank e incluído nas 

análises filogenéticas. Análises Neighbor-joining foram aplicados e a robustez das árvores 

obtido foi avaliada por 5 000 replicações de bootstrap (Hillis, Bull 1993). Fennellia flavipes foi 

escolhido como grupo externo nestas análises, com base em estudos anteriores (Peterson, 2008). 

Para 26 linhagens foram analisadas a região ITS do rDNA e realizado o sequenciamento 

parcial do gene para β-tubulina. Para duas linhagens (URM 1867 e URM 4362) a qualidade de 

DNA obtida não sou suficiente para realizar as análises, sendo necessária a repetição do 

processo de extração. Pela região ITS do rDNA, cinco linhagens, antes identificadas como 

Aspergillus carneus, foram identificadas como A. terreus (URM 4318, URM 5262, URM 5577, 

URM 6605, URM 6628). Todas as 15 linhagens previamente identificadas como A. terreus, 

foram confirmadas pela análise da região ITS do rDNA. Das seis culturas previamente 

identificadas como A. niveus, apenas uma foi confirmada (URM 5667). As cinco restantes 

foram identificadas como A. terreus (Tab.3; Fig.4). Através do sequenciamento parcial do gene 

para β-tubulina, das 26 linhagens analisadas, apenas 21 apresentaram resultados satisfatórios, 

sendo todas identificadas como Aspergillus terreus. Para cinco linhagens (URM 5577, URM 

6681, URM 5667, URM 5851, URM 6604), não foram obtidas sequências viáveis (Tab.3, 

Fig.5). Como as espécies pertencentes à secção Terrei apresentam características morfológicas 

muito próximas, a taxonomia molecular apresenta-se como importante ferramenta para elevar 

a robustez da identificação. Tal fato foi observado no presente estudo, no qual foi realizada a 

identificação polifásica, elevando a confiabilidade dos resultados. 



Farias, Cyndy M. M. – Produção e Aplicação de Lipases obtidas de Aspergillus seção Terrei.. 81 
 

 

 

 

 

 
 

 

Figura 4. Reconstrução filogenética das culturas de Aspergillus da Micoteca URM a partir do 

alinhamento de nucleotídeos. Árvore NJ obtida com dados de seqüência de ITS. 
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Figura 5. Reconstrução filogenética das culturas de Aspergillus da Micoteca URM a partir do 

alinhamento de nucleotídeos. Árvore NJ obtida com dados de sequência de β- tubulina. 
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N° 
Registro 

URM 

Autenticação Taxonômica Clássica 

(Espécie) 

  Identificação Molecular   

ITS β-tubulina 

1 1867 Aspergillus carneus (Van Tiegh) Blockwitz - - 

2 4318 Aspergillus carneus (Van Tiegh) Blockwitz Aspergillus terreus Aspergillus terreus/hortai 

3 5262 Aspergillus carneus (Van Tiegh) Blockwitz Aspergillus terreus Aspergillus terreus/aureoterreus 

4 5577 Aspergillus carneus (Van Tiegh) Blockwitz Aspergillus terreus - 

5 6605 Aspergillus carneus (Van Tiegh) Blockwitz Aspergillus terreus Aspergillus terreus/aureoterreus 

6 6628 Aspergillus carneus (Van Tiegh) Blockwitz Aspergillus terreus Aspergillus terreus/aureoterreus 

7 3420 Aspergillus terreus Thom Aspergillus terreus Aspergillus terreus 

8 4199 Aspergillus terreus Thom Aspergillus terreus Aspergillus terreus/aureoterreus 

9 4362 Aspergillus terreus Thom - - 

10 4658 Aspergillus terreus Thom Aspergillus terreus Aspergillus terreus/alabamensis 

11 5222 Aspergillus terreus Thom Aspergillus terreus Aspergillus alabamensis/terreus 

12 5281 Aspergillus terreus Thom Aspergillus terreus Aspergillus terreus/hortai 

13 5468 Aspergillus terreus Thom Aspergillus terreus Aspergillus terreus/hortai 

14 5514 Aspergillus terreus Thom Aspergillus terreus Aspergillus terreus 

15 5579 Aspergillus terreus Thom Aspergillus terreus Aspergillus terreus/neoafricanos 

16 5650 Aspergillus terreus Thom Aspergillus terreus Aspergillus terreus/alabamensis 

17 5864 Aspergillus terreus Thom Aspergillus terreus Aspergillus terreus 

18 5896 Aspergillus terreus Thom Aspergillus terreus Aspergillus alabamensis/terreus 

19 6614 Aspergillus terreus Thom Aspergillus terreus Aspergillus terreus 

20 6681 Aspergillus terreus Thom Aspergillus terreus - 

21 2803 Aspergillus terreus Thom Aspergillus terreus Aspergillus terreus/hortai 

22 5245 Aspergillus terreus Thom Aspergillus terreus Aspergillus terreus 

23 5461 Aspergillus niveus Blochwitz Aspergillus terreus Aspergillu sterreus/aureoterreus 

24 5667 Aspergillus niveus Blochwitz 
Aspergillus 

niveus/allahabadii 
- 

25 5870 Aspergillus niveus Blochwitz Aspergillus terreus Aspergillus terreus/aureoterreus 

26 5930 Aspergillus niveus Blochwitz Aspergillus terreus Aspergillus terreus 

27 5851 Aspergillus niveus Blochwitz Aspergillus terreus - 

28 6604 Aspergillus niveus Blochwitz Aspergillus terreus - 
Tabela 3. Autenticação taxonômica clássica e molecular dos isolados da seção Terrei preservados na Coleção de Culturas Micoteca – URM, da UFP 
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Seleção do melhor produtor e melhor substrato para produção enzimática 

A seleção do melhor produtor é frequentemente o primeiro passo para se obter os micro- 

organismos com características destinadas a aplicações industriais, permitindo a caracterização 

e a escolha de linhagens de fungo com a produção ótima de enzimas. Além disso, a informação 

obtida adiciona valores a esses recursos microbianos conservados em coleções de culturas. 

Todas as 28 culturas testadas foram capazes de produzir lipases através de fermentação 

submersa, utilizando dois diferentes substratos: óleos de oliva (Olea europaea L.), e óleo de 

peixe Tilápia (Oreochromis niloticus L.). Testando o substrato óleo de oliva, as atividades 

variaram entre 0,35 U/mL, Aspergillus niveus URM 5851 e 18,47 U/mL por Aspergillus terreus 

URM 6614. O substrato testado, óleo de peixe, apresentou máxima produção de lipase também 

pelo isolado Aspergillus terreus URM 6614 com 22,30 U/mL, e a menor produção por 

Aspergillus carneus URM 4318, com 1,41 U/mL (Fig. 6). 

 
 

Figura 6. Atividades lipásicas das 28 linhagens de Aspergillus em 96 horas, utilizando óleo de oliva (A) e óleo de 

peixe de Tilápia (B) como substratos. 

 

 

 
Com o melhor isolado produtor, foram testados outros dois substratos, o Hidrolisado 

Proteico de Peixe (HPP) de Tilápia e o hidrolisado de cabeça de camarão (Litopenaeus 

vannamei B.). A escolha deste substrato teve como objetivo a diminuição do custo final do 

processo, uma vez que, a extração do óleo requer outras etapas que podem influenciar o preço 

final do produto. Ao testar o hidrolisado de camarão, a atividade lipásica foi de 14,74 U/mL, 

no entanto, com o hidrolisado de peixe, produto da etapa anterior da extração do óleo de peixe 

de Tilápia, a atividade foi semelhante a inicialmente obtida, 22,46, no entanto, esse substrato, 

foi o escolhido devido a sua facilidade de obtenção e diminuição de custos (Fig. 7). 

Os lipídios são indutores essenciais para produção de lipases (Messias et al., 2011) e o 

óleo de peixe, assim como outros óleos, pode ser considerado uma fonte de carbono comumente 

utilizadas para esse processo (Damaso et al., 2008). 
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Aspergillus terreus URM 6614 foi selecionado para estudos de otimização da produção 

enzimática, utilizando hidrolisado de peixe de Tilápia como substrato apresentado maior 

atividade lipolítica (22,46 U/mL) dentre todos os substratos e micro-organismos testados. Estes 

resultados estão de acordo com os obtidos por Reinehr et al., (2016). 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7. Atividades lipásica dos substratos testados para melhor produção de lipases. 

 

 

Efeito ao pH e temperatura 

As avaliações dos efeitos de pH, temperatura e outras variáveis sobre a atividade 

enzimática são fundamentais para uma futura transposição de escala industrial em 

biotecnologia. O efeito do pH na atividade lipolítica apresentou ótima atividade em pH 7,0 (Fig. 

8a). Este resultado vai de acordo com Kamini et al., (1998) que reportaram que a lipase obtida 

por A. niger exibio máxima atividade em pH 7,0. 

Os valores de pH estudados para a definição do pH ótimo, estão de acordo com os dados 

obtidos na literatura numa faixa de 2,0 a 10,0 (Mahadik et al., 2002; Pastore et al., 2003). 

Lipases que são estáveis e possuem atividade ótima em condições neutra a alcalina são 

consideradas as candidatas promissoras para remoção de manchas de gordura na formulação de 

detergentes (Emtenani et al., 2013) e no tratamento e resíduos de indústrias (Lotraku; 

Dharmsthiti, 1997). 

Pôde-se verificar que o efeito da temperatura na atividade de lipases de Aspergillus 

terreus URM 6614 é maior a 40 ºC (Fig. 8b). Bakir; Metin (2016) estudando a atividade 

lipolitica de Anoxybacillus flavithermus HBB 134 reportaram atividade máxima obtida a 50 ºC 

utilizando trioleina como substrato, mostrando que a fonte microbiana influencia diretamente 

na escolha da faixa de temperatura ótima para a atividade lipolítica. 
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Figura 8. Efeitos de pH (A) e temperatura (B) sobre a atividade lipásica. 

 
Estes resultados indicam que a enzima pode ser utilizada em vários processos 

industriais, como na indústria de detergentes, cosméticos, textil e na indústria de alimentos 

(Hasan et al., 2006). 

 
Otimização da produção de lipases por Aspergillus terreus URM 6614 

 

Análise estatística dos componentes do meio para a produção de lipases no planejamento 

Design Plackett-Burman (PB) 

 
 

O uso de modelos estatísticos para otimizar o meio, os componentes do meio de cultura 

e outras condições de cultivo, aumento una biotecnologiamoderna devido à suapropensãoe 

relevância. No presenteestudo, oscomponentes de cultura necessáriosparaa produção de lipases 

foram selecionadosusando o projetoPB. 

Os ensaios 2 e 6 obtiveram as maiores atividades, 26,51 U/mL e 26,93 U/mL, 

respectivamente, no entanto, o ensaio 2 foi o escolhido por ter melhores condições de produção, 

com 2 mL da concentração do hidrolisado, pH 7,5, 120 dias de incubação, 150 rpm, 0,01 g de 

(NH4)2SO4, 3 g de extrato de levedura, 0,025g de CaCl2, 0,025 g de NaCl, 0,01g de KH2PO4, a 

30 °C. Temperatura e tempo de fermentação são variáveis muito importantes do ponto de vista 

industrial, uma vez que podem diminuir o custo com todo o processo de produção da enzima. 

Após obtenção dos resultadosde atividade enzimática e utilizando o pacote de software 

estatístico, foi possível a identificação e seleção das variáveis mais significativas. A Figura 9 

apresenta os efeitos individuais para a produção daslipases, e os dados evidenciam que das 10 

variáveis utilizadas para a fermentação, as variáveis tempo de incubação, pH, cloreto de sódio, 

sulfato de amônio, cloreto de cálcio e fosfato de potássio não foram estatisticamente 
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significativas para a produção das lipases, no entanto, as variáveis estatisticamente 

significativas foram concentração do hidrolisado e do extrato de levedura (p<0,10). 

 

 
Figura 9. Gráfico de Pareto mostrando os efeitos principais das variáveis para a produção das lipases baseados 

nos resultados experimentais Plackett-Burman (PB). 

 

 

Durante todas as análises foi observado um padrão similar dos efeitos das variáveis, 

mesmo em tempos de fermentação diferentes. Observou-se na Figura 9 que a concentração do 

hidrolisado foi o parâmetro mais significativo para a produção de lipases por A. terreus URM 

6614. O efeito da concentração do extrato de levedura foi significativo e negativo, ou seja, uma 

menor concentração do indutor (3%), já a concentração do hidrolisado foi significativo e 

positivo, favorecendo a produção de lipasespelo micro-organismo em estudo. A adição de sais, 

tempo de fermentação, pH, temperatura e rotação não foram variáveis significativa para a 

produção enzimática por A. terreus URM 6614. Portanto, em caso de produção industrial 

utilizando o campo experimental estudado, quanto mais simples o meio menores serão os custos 

da produção. 

Visando otimizar ainda mais a produção de lipases por Aspergillus terreus URM 6614, 

as condições aplicadas no ensaio 2 do planejamento PB foram selecionadas para serem 

utilizadas no planejamento Doehlert. 
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Otimização das variáveis significantes usandoplanejamento Doehlert como metodologia de 

superfície de resposta 

 
Os experimentos realizados sob diferentes condições permitem fornecer informações 

importantes relacionadas com a atividade lipolítica, bem como o estabelecimento de ótimas 

condições para a atividade enzimática. Técnicas de análise multivariadas são importantes 

porque eles são capazes de estudar diversas variáveis e suas interações. Eles permitem a 

otimização simultânea de variáveis e, portanto, são mais econômicas e eficazes. 

A metodologia de superfície de resposta pelo planejamento Doehlert foi adotada através 

da seleção das variáveis significativas: concentrações do hidrolisado e extrato de levedura. Na 

Tabela 4 estão descritos os valores da atividade lipásica (U/mL) obtidos no experimento 

Doehlert, evidenciando que as melhores condições para a produção da lipase por fermentação 

submersa por A. terreus URM 6614 encontra-se no ensaio 9composto: hidrolisado (10% v/v), 

extrato de levedura (0,2% p/v), tempo de fermentação (120h), Rotação (150 rpm), pH 7,5 a 

30°C. Neste ensaio a atividade de lipase experimental foi de 35,04 U/mL. 

Tabela 4. Desenho experimental e resultados do Planejamento Doehlert. 
 
 

 
Ensaios 

Extrato de 

levedura (%) 

Concentração de 

hidrolisado (%) 
Atividade lipásica (U/mL) 

   Experimental Esperada 

1 0,6 6,0 27,90 27,90 

2 0,6 10,0 32,82 32,81 

3 0,4 4,0 22,66 22,65 

4 0,4 8,0 31,28 31,42 

5 0,4 8,0 31,59 31,42 

6 0,4 8,0 31,40 31,42 

7 0,4 12,0 33,83 33,83 

8 0,2 6,0 28,75 28,75 
9 0,2 10,0 35,05 35,04 

 
A análise de regressão múltipla foi realizada por meio do método mínimos quadrados 

através do software STATISTICA 7.0 (StatSoft , EUA). Na maioria dos estudos a ANOVA 

geralmente mostra um resultado significativo originando um modelo experimental quadrático 

(Gopinath et al., 2003; Singh; Satyanarayana, 2008; Salihu et al., 2011). A ANOVA para a 

produção da lipase neste estudo, mostrou que o modelo matemático quadrático foi significativo 

(Fcal > Ftab), obtendo uma equação polinomial de segunda ordem (Tab. 5). 
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Tabela 5. Análise de variância da ANOVA da produção de lipases por A. terreus utilizando 

hidrolisado de peixe como fonte de carbono. 

 
Fonte de variação Soma dos 

quadrados 

Graus de 

liberdade 

Média 

quadrática 

Fcal Ftab (90%) 

Regressão 110,95 5 22,19 1386,88 5,31* 

Resíduo 0,049 3 0,016   

Falta de ajuste 0,00040 1 0,00040 0,018 8,53 

Puro erro 0,049 2 0,025   

Total 111,00     

*Estatisticamente significativo. 

 

 
O gráfico de Pareto mostrou que todos os fatores em seus termos lineares e quadráticos, 

assim como a interação foi significativa ao nível de significância estudado, p<0,10) (Fig.10). 

 

 

Figura 10. Gráfico de Pareto mostrando os efeitos principais das variáveis e suas interações para a produção das 

lipases baseados nos resultados experimental Doehlert. 

 

As Figuras 11 e 12, apresentam gráficos de projeção da superfície de resposta e de 

contorno em função dos fatores experimentais: concentração do hidrolisado e concentração de 

extrato de levedura. Pode-se verificar que as melhores condições para a produção das lipases 

em fermentação submersa por Aspergillus terreus URM 6614 apresentaram-se quando á o 

aumento da concentração do hidrolisado e a diminuição da concentração do extrato de levedura. 
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Figura 11. Gráfico de projeção da superfície de resposta em função dos fatores experimentais para a produção de 

lipases por A. terreus URM 6614. 

 

 

 
Figura 12. Superfície de contorno mostrando os efeitos das variáveis significativas para a produção lipásica 

baseados nos resultados experimentais de Doehlert. 

 

 

 

Conclusão 

 
 

Espécies de Aspergillus pertencentes à secção Terrei apresentam alta similaridade 

morfológica, sendo necessária para a sua taxonomia uma abordagem polifásica. A amplificação 

da região ITS do rDNA, bem como a amplificação parcial do gene para a β-tubulina, são 

importantes ferramentas para compor uma abordagem polifásica no processo de identificação. 
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Aspergillus terreus URM 6614, trata-se de um novo relato de produção de lipases por uma 

linhagem desta espécie, sendo a utilização de hidrolisado de peixe Tilápia (Oreochromis 

niloticus L.) o primeiro relato como substrato para a produção dessa enzima. Este micro- 

organismo torna-se bastante promissor para a produção de lipases, por produzir níveis 

significativos destas enzimas, em temperatura moderada, utilizando substrato de baixo custo, 

um meio de cultura simples para a produção, minimizando assim os custos da produção 
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Resumo 

 

Efluente com elevados teores de gordura e proteínas, como os gerados em frigoríficos, 

abatedouros, laticínios e indústria de alimentos em geral, apresentam demanda química e 

biológica de oxigênio elevada. A aplicação de lipases na degradação biológica e remoção de 

carga lipolítica desses efluentes pode ser considerada como uma tecnologia altamente 

promissora no contexto atual, uma vez que é capaz de reduzir o tempo destes efluentes na 

digestão anaeróbia com consequente redução dos impactos ambientais. Objetivou-se neste 

trabalho, verificar a atuação de um tratamento enzimático para a redução de gorduras dos 

resíduos gerados por indústria de produtos lácteos. O enfoque foi baseado no uso de lipases 

produzidas por Aspergillus terreus URM 6614 por fermentação submersa, utilizando resíduo 

de peixe como substrato, em forma de extrato bruto e pré-tratado, afim de verificar a viabilidade 

do processo em custos reduzidos. A lipase demonstrou ser estável em uma ampla faixa de pH, 

íons metálicos, solventes orgânicos e na maioria dos inibidores, sendo desnaturada na presença 

do surfactante PMSF. O tratamento enzimático do efluente com a aplicação do extrato 

enzimático bruto foi superior ao apresentado com o extrato enzimático pré-tratado, verificando 

a eficiência do processo de degradação da matéria orgânica, de modo a permitir estudo futuros 

para uma aplicação em larga escala. 

 
Palavras-chave: Aspergillus, Fermentação Submersa, resíduo pesqueiro, Lipases, efluente. 
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Introdução 

 
 

Lipases (E.C.3.1.1.3) são enzimas encontradas na natureza, a partir de tecidos animais, 

vegetais e em micro-organismos. Atuam sobre as ligações ésteres presentes em triacilglicérois, 

liberando diglicerídeos, monoglicerídeos, ácidos graxos e glicerol, constituem uma classe 

especial de esterases por agir na interface entre a fase aquosa e não-aquosa o que as distingue 

das esterases, que são enzimas que agem em ésteres solúveis em água ou que hidrolisam outros 

lipídeos (Darvishi et al., 2009; Barros et al., 2010; Rigo et al., 2010). 

Essas enzimas podem ser obtidas de plantas, animais e microrganismos. As lipases 

microbianas têm sido amplamente pesquisadas e empregadas na indústria, dentre estas as 

produzidas por fungos são especialmente valorizadas por serem extracelulares, o que facilita 

sua recuperação do meio de cultivo (Carvalho et al., 2003), além de possuírem características 

importantes tais como baixo custo de produção, atividade catalítica diversificada e estabilidade 

em solventes orgânicos (Shu et al., 2010). 

As enzimas industriais são produzidas principalmente através de bioprocesso como 

cultivos submersos usando fungos filamentosos, sendo os gêneros mais citados para a produção 

de lipases os Aspergillus, Rhizopus, Penicillium, Mucor, Geotrichum e Fusarium (D’anniballe 

et al., 2006; Colla, et al., 2012). 

Os fatores que podem afetar a produtividade destes bioprocessos são principalmente os 

tipos e concentrações de nutrientes, o pH, a agitação e a presença e concentração de indutores. 

A realização de pesquisas que utilizem micro-organismos isolados de novos ambientes, bem 

como a utilização de novas fontes de substratos é necessária, a fim de obterem-se elevadas 

produtividades a custos menores (Colla et al., 2012). 

Os resíduos do beneficiamento de peixe podem ser valorizados mediante a hidrólise da 

biomassa para a obtenção de silagem de peixe, não só devido à sua composição lipídica, rica 

em ácidos graxos de cadeia longa, mas também por se tratar de uma matéria-prima abundante 

no Brasil, a partir de peixe inteiro (de baixo valor comercial), como de carnes de carcaça e 

sobras do processo de filetagem como, por exemplo, de carpa ou de tilápia (Sebben et al., 2002; 

Oliveira et al., 2006; Arruda et al., 2006). A bioconversão do material residual, com 

consequente aproveitamento deste, trará vantagens econômicas para a indústria processadora 

de pescado, além de sanar o grande problema de eliminação de resíduos, matéria poluente e de 

difícil descarte (Seibel; Soares, 2003; Oliveira et al., 2004; Feltes et al., 2010). 

A escolha de uma configuração apropriada junto com as condições operacionais são 

aspectos importantes que permitem que processos enzimáticos resultem em alta produtividade 
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(Sapongic et al., 2010). Objetivando a viabilização de sua aplicação industrial, é de extrema 

importância interelacionar estratégias e procedimentos adequados para a otimização de fatores 

envolvendo etapas de produção até aplicação final da enzima, com intuito de reduzir custos no 

processo e melhorar a qualidade final do produto (Santos, 2014). 

A aplicação de lipases na degradação biológica e remoção de carga lipolítica de 

efluentes industriais gerados em frigoríficos e abatedouros, laticínios e indústrias de alimentos 

em geral, pode ser considerada como uma tecnologia altamente promissora no contexto atual, 

devido à maior exigência legal que instituiu a cobrança de taxa de água. Pelo fato da água 

exercer papel fundamental nessas indústrias, o que resulta na geração de volumes significativos 

de efluentes, existe a necessidade de efetuar sua recuperação e esse desafio não pode ser 

ignorado (Purwanto et al., 2015). Portanto, a gestão financeira das empresas deverá interpretar 

as novas tecnologias para o tratamento e reuso de efluentes como componente do custo final da 

produção e nunca posteriormente como encargo suplementar, ou seja, o tratamento enzimático 

tende a se tornar parte integrante do processo produtivo (Leal et al., 2002; Santos et al., 2014). 

Atualmente, o tratamento de efluentes industriais e a proteção social são duas das principais 

preocupações industriais, da forma mais adequada e eficaz em termos de custos, para evitar 

riscos e custos potenciais. Resíduos de laticínios apresentam altos níveis de gorduras e 

proteínas, o que pode acarretar a poluição da terra e da água. Existem diferentes métodos para 

o tratamento deste efluente, mas é sempre necessário reduzir a gordura, óleo e proteínas 

(Cammarota; Freire, 2006). As indústrias pagam multas severas devido a descarga 

desapropriada desses efluentes em sistemas de esgotos, devido a sua elevada taxa de Demanda 

Química de Oxigênio (DQO), resultando em uma perda de lucro (Contesini et al., 2010). 

Os setores acadêmicos e industriais têm se dedicado ardualmente à obtenção de melhores 

biocatalisadores como alta enantiosseletividade e estabilidade frente a diferentes condições 

reacionais, quer seja a aplicação, pequena ou em larga escala (Hartmann; Jung, 2010). Desta 

forma, torna-se interessante a exploração da biodiversidade buscando micro-organismos hábeis 

a produzir lipases, considerando que estas são enzimas que podem ser secretadas por uma 

grande quantidade de micro-organismos, principalmente por fungos, indicando assim, 

perspectiva promissora na área cientifica e comercial. 
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Metodologia 

 
 

Micro-organismo 

A espécie de Aspergillus terreus URM 6614 previamente testado como bom produtor 

de lipases, foi utilizado neste estudo. O isolado foi inoculado em Ágar Extrato de Malte (MEA), 

contido em tubo de ensaio e incubado a 30 ºC. Após o crescimento, as culturas foram mantidas 

a 4 ºC, para utilização a curto prazo. Em seguida, esporos de cada cultura foram transferidos 

para tubo de ensaio contendo 10 ml de água destilada estéril com 0,1% de Tween-80. A 

suspensão de esporos, assim obtida, foi utilizada como inoculo. Os esporos viáveis foram 

determinados pela técnica de contagem em placa (Sabu et al., 2005). 

 
Lipases de Aspergillus terreus URM 6614 

O extrato testado foi produzido por fermentação submersa (FS) utilizando resíduo de 

peixe tilápia como substrato para produção enzimática, o qual foi selecionado após testes de 

melhores condições de cultivo, em trabalho anteriormente realizado (dados não apresentado). 

 
Métodos Analíticos 

Foi utilizado o método espectrofotométrico para determinar a atividade da lipase de 

acordo com Pimentel et al., (1994), com base na hidrólise de p-nitrofenilpalmitato (pNPP) em 

p-nitrofenol (PNP) e palmitato. A atividade consiste na mistura de 1 ml de extrato bruto e 9 ml 

da solução substrato (0,018 g p-nitrofenilpalmitato (pNPP) dissolvido em 6 ml de isopropanol, 

em 450 ml de tampão fosfato 50 mM pH 8,0 contendo 2 g de Triton X-100 e 0,5 g de goma 

arábica). A libertação de pNP a 37 °C, em 30 minutos de incubação, foi detectada a 410 nm. 

Uma unidade de atividade enzimática foi definida como a clivagem de 1 µmol/min pNPP, pH 

7,0 (0,05 M de fosfato tampão fosfato), 37 °C. O coeficiente de absorção molar de pNPP (1,32 

x 104 M-l.cm-1) foi utilizado para calcular a atividade enzimática. 

O teor de proteína foi determinado de acordo com Bradford (1976) a 595 nm, utilizando 

Soro Albumina Bovina (BSA) como padrão. Para cada amostra, as determinações foram 

realizadas em triplicata. 

 
Caracterização Enzimática 

 
Efeito e estabilidade ao pH e a temperatura 



Farias, Cyndy M. M. – Produção e Aplicação de Lipases obtidas de Aspergillus seção Terrei... 98 
 

Para estudar o efeito e a estabilidade ao pH ótimo para a atividade da lipase, o extrato 

bruto foi analisado na faixa de pH 3,0 - 10,0 usando os seguintes tampões (100 mM): citrato (pH 

3,0 – 6,0), fosfato (pH 6,0 – 8,0), Tris-HCL (pH 8,0) e carbonato (pH 9,0 – 10,0). As atividades 

residuais foram então analisadas. Para estudar o efeito e a estabilidade à temperatura a atividade 

da lipase, o extrato bruto enzimático foi testado em diferentes temperaturas entre 30 e 90 ºC. A 

atividade enzimática residual foi expressa em porcentagem da atividade no tempo zero (100%) 

(Dantas; Aquino, 2010). 

 
Efeito a íons, detergentes e solventes orgânicos 

Para avaliação dos efeitos de íons, detergente e de solventes orgânicos, o extrato bruto 

foi incubado com os inibidores (1:1) a 37 °C por 30 min. Após esse período acrescentou-se a 

solução substrato e foi realizada a leitura em espectrofotometro. As atividades enzimáticas 

residuais foram expressas em porcentagem da atividade no tempo zero (100%) (Dantas; 

Aquino, 2010). 

 
Pré-tratamento do Extrato Bruto 

 
 

Precipitação com sulfato de amônio (H2SO4) 

Para determinar a melhor condição de aplicação do extrato enzimático, foram realizados 

testes de clarificação do extrato em diferentes faixas de fracionamento, compreendendo: de 0 a 

20, de 20 a 40, de 40 a 60 e de 60 a 80% de saturação (Carvalho et al., 2005). Para isso, 150 

mL deste extrato enzimático bruto foi colocado em béqueres de 500 mL e acrescentou-se sulfato 

de amônio até a saturação desejada. Esta etapa foi realizada em agitador magnético em banho 

de gelo a 4º C, com controle de pH (7,0), até completa dissolução do sal. O extrato foi então 

colocado em tubos de centrífuga e permanecia pelo tempo determinado no planejamento a -10 

º C para cada precipitação da amostra. Decorrido este tempo de precipitação, as amostras eram 

então centrifugadas a 4 º C, 8.000 rpm por 30 minutos. O sobrenadante era descartado e o 

precipitado removido com quantidade mínima de tampão fosfato de sódio 100 mM pH 7,0 (Shu 

et al., 2006; Menoncin et al., 2010). 

 
Diálise 

Após a concentração da amostra, foi realizada a diálise das mesmas em tampão fosfato 

de sódio 100 mM pH 7 por 24 horas, utilizando membranas de diálise 33 x 21 mm, previamente 

preparadas. Decorrido esse tempo, as amostras foram congeladas a -80 e posteriormente 
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liofilizadas e, então, era medida a atividade lipásica, conforme metodologia descrita 

anteriormente. 

Aplicação da Lipase em Efluentes de Laticínios 

 
 

Origem e caracterização físico-química do efluente 

Amostra do efluente laticínios, utilizado em todos os experimentos foi coletado na 

indústria de laticínios Bom Leite, que fica localizada na cidade de Garanhuns no Estado de 

Pernambuco (Brasil). As amostras foram coletadas do ponto de descarte do efluente, sem 

qualquer tratamento prévio durante o funcionamento normal da fábrica. A temperatura e pH do 

efluente foram monitorados no momento da coleta 35 °C e 6,8 , respectivamente. As amostras 

foram transferidas para um recipiente refrigerado (4 °C) durante a coleta. O conteúdo do 

recipiente foi homogeneizado e armazenado a 4 °C, uma amostra do efluente foi caracterizada 

em termos de demanda química de oxigênio (DQO) e óleos e gorduras (O e G). 

 
Otimização do tratamento enzimático por delineamento fatorial 

 

 

Ensaios enzimáticos com o efluente 

Neste trabalho utilizou-se o extrato enzimático bruto e pré-tratado, que foi mantido a - 

10 °C. Uma amostra do efluente de laticínios com 10 g / L O & L foi transferida para um 

Erlenmeyer de 100 mL. A normalização do teor de óleo e graxa foi realizada misturando do 

teor de óleo e graxa conhecida. Cada reação foi realizada durante 24 horas e a cinética de 

hidrólise foi seguida por detecção de ácidos graxos livres (AGL) formados durante a reação. 

Realizou-se um ensaio experimental sem a adição da enzima para utilização como controle. As 

amostras (2 mL) do meio reacional foram recolhidas e adicionadas a 20 mL de uma solução de 

acetona: etanol (1: 1) para parar a reação e extrair os AGL. Como controle, uma corrida 

experimental foi realizada sem a adição da enzima. As amostras do meio de reação foram 

recolhidas nos tempos de 16, 20 e 24h de reação para posterior análise da atividade enzimática 

por espectrofotometria. 

A avaliação do efeito dos fatores sobre a hidrólise de óleos e graxas do efluente foi 

realizada por planejamentos experimentais que permitiu a obtenção de resultados com um 

número reduzido de 12 ensaios. As variáveis estudadas foram: quantidade de enzima (E) 1% 

(m/v), 2,5%(m/v), 5% (m/v); temperatura 30 °C, 35 °C e 40 °C; pH 6.5, pH 8,5, pH 10,5 e 

agitação 0 rpm, 100 rpm e 200 rpm (Rigo et al, 2010). A matriz do planejamento fatorial 

encontra-se apresentada na Tabela 1. 
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Tabela 1 - Níveis das variáveis do planejamento fatorial (24) Plackett-Burman (PB) para a 

aplicação de lipases por Aspergillus terreus URM 6614 com o extrato bruto e pré-tratado. 

 

Ensaio T (°C) Agitação 

(rpm) 

pH E (% 
m/v)* 

1 30 (-1) 0 (-1) 6.5 (-1) 1 (-1) 

2 40 (+1) 0 (-1) 6.5 (-1) 5 (+1) 

3 30 (-1) 200 (+1) 6.5 (-1) 5 (+1) 

4 40 (+1) 200 (+1) 6.5 (-1) 1 (-1) 

5 30 (-1) 0 (-1) 10.5 (+1) 5 (+1) 

6 40 (+1) 0 (-1) 10.5 (+1) 1 (-1) 

7 30 (-1) 200 (+1) 10.5 (+1) 1 (-1) 

8 40 (+1) 200 (+1) 10.5 (+1) 5 (+1) 

9 35 (0) 100 (0) 8.5 (0) 2.5 (0) 

10 35 (0) 100 (0) 8.5 (0) 2.5 (0) 

11 35 (0) 100 (0) 8.5 (0) 2.5 (0) 

12 35 (0) 100 (0) 8.5 (0) 2.5 (0) 

*Concentração de extrato bruto e pré-tratado 

 

 

Resultados e Discussão 

 
 

Caracterização do Extrato Bruto. 

 
 

Determinação do efeito e estabilidade da enzima frente ao pH e temperaturas 

O pH e a temperatura têm grande influência na atividade enzimática, sendo importante 

definir estes parâmetros para a caracterização das enzimas obtidas. O pH ótimo foi de 7 fosfato, 

sendo que a enzima manteve mais de 70 % da atividade relativa entre os pH 8,0 e 10. A 

temperatura ótima foi de 40 °C, com mais de 50% de atividades relativas até 60 °C. 

O pH e temperatura ótimos encontrados neste estudo para a atividade de lipases fúngicas 

são semelhantes aos resultados relatados na literatura acadêmica, nos quais as atividades lipase 

máxima foram obtidas em torno de 30 °C e 40 °C e pH 6,0 a 8,0 (FU et al., 2009). 

Maldonado (2006) obtiveram atividades lipolíticas máximas a pH 7,0 e 37 °C para lipase 

bruta e purificada de Geotrichum candidum. Baron et al. (2005) verificaram que existe um 

intervalo de pH (6,0 e 8,0) onde a atividade enzimática é máxima e que a atividade não depende 

apenas do pH do meio, mas também do tipo de tampão utilizado. Freire et al. (1997) relataram 

que o pH e temperatura ótimos para as lipases produzidas por Penicillium sp. são de 7.0 e 37 

°C. Benjamin e Pandey (2001) relataram que as lipases produzidas por Candida rugosa 

apresentaram ótima atividade a pH 7,0 e a temperatura de 40 °C. Pastore et al. (2003) 

caracterizou as lipases produzidas por Rhizopus sp. e encontrou atividade máxima a pH 6,0 e 
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6,5 e 40 °C. No entanto, Diaz et al. (2006) caracterizaram as lipases do fungo Rhizopus 

homothallicus obtidas por fermentação submersa, obtendo-se máxima atividade a pH 7,5 e 30 

a 40 ° C, respectivamente. 

Após a etapa de efeito ao pH e a temperatura, experiências foram conduzidas para 

avaliar a estabilidade da enzima obtida, com a manutenção do extrato enzimáticos a 

temperaturas que variaram de 30 ºC até 80 ºC pelo período de tempo total de 4h (Fig. 1). As 

atividades enzimáticas foram avaliadas no pH e temperaturas otimizadas no passo anterior. 

As enzimas foram estáveis entre 30 °C e 40 °C, com atividade residual superior a 80% 

durante as 4 horas. Observou-se uma inativação inicial das enzimas entre 40 °C e 50 °C, a partir 

da primeira hora de incubação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1. Estabilidade a temperatura frente à atividade lipásica em até 4 horas de incubação. 

 

Shu et al. (2006) relataram que as lipases produzidas por Antrodia cinnamomea tinham 

50% de atividade residual entre 25 °C e 40 °C. A lipase de Aspergillus niger NCIM 1207 foi 

estável a 40 °C durante 3 h, contudo o tratamento a 50 °C durante 1h causou 52% de perda de 

atividade. Baron et al., (2005) mostraram que as lipases produzidas por Penicillium 

corylophilum foram completamente inativadas após 30 min a 60 °C. No entanto, as lipases 

produzidas por Rhizopus sp, apresentava moderada termoestabilidade, com 70% de atividade 

residual a temperaturas de 40 a 55 °C. Além disso, Iftikhar et al., (2011) demonstraram que as 

lipases retinham 80% de sua atividade a 25- 30 ° C por meio de plantas silvestres e 100% de 

sua atividade a 20-50 °C pela estirpe mutante de R. oligosporus e com o aumento na temperatura 

de incubação, a atividade da enzima foi grandemente inibida. 
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Na área industrial existem muitos processos que ocorrem em temperaturas em torno de 

50º C. Uma vez que a termoestabilidade é uma característica requerida para as enzimas 

utilizadas no ramo industrial, faz-se necessário o seu estudo. A estabilidade pode variar 

dependendo da espécie, gênero e até entre isoformas produzidas por uma mesma cepa. A 

maioria das lipases apresenta temperatura de atividade ótima na faixa entre 30 e 40 °C (Quyen 

et al., 2003). 

A termoestabilidade enzimática pode ser afetada pelas condições de produção, tais como 

o microrganismo produtor, o método de cultivo e o meio utilizado (Maldonato, 2006). A 

termoestabilidade é o resultado da sequência de aminoácidos da proteína, que proporciona uma 

conformação mais rígida à enzima (Iyer; Ananthanarayan, 2008) através de interações 

intramoleculares, com a internalização de resíduos hidrofóbicos e a exposição superficial de 

resíduos hidrofílicos (Mhetras et al., 2009). 

A estabilidade de pH do extrato enzimático foi determinada, tratando este extrato com 

diferentes tampões até o tempo total de 4h e após a atividade enzimática foi determinada 

utilizando o pH optimizado e a temperatura para as enzimas de cada processo de fermentação. 

As lipases produzidas por fermentação por Aspergillus terreus foram estáveis a pH variando 

de 6,0 a 10 por 4h, com atividades residuais superiores a 80%. A pH 7 a 10 houve 

uma redução na estabilidade de enzimas com uma atividade residual de cerca de 50%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Estabilidade ao pH frente à atividade lipásica com até 4 horas de incubação. 

 

 

Isto pode ser semelhante ao relatado por Mhetras et al., (2009), as autoras disseram que 

as lipases produzidas por Aspergillus niger NCIM 1207 eram estáveis quando o pH era alcalino 
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(pH 8 a 11) apesar de terem uma atividade ótima a um pH ácido. Fu et al., (2009) relataram que 

as lipases produzidas por Candida sp. foram estáveis a pH variando de 7,5 a 8,5 durante 15 

min. 

As lipases obtidas no presente estudo com fermentação submersa tinham uma 

termoestabilidade mais elevada e podem ter aplicações em processos industriais que requerem 

temperaturas elevadas. Os processos enzimáticos que determinam que as temperaturas mais 

elevadas têm níveis mais altos de reação (Iyer; Ananthanarayan, 2008). 

A caracterização bioquímica das enzimas ganha destaque por fornecer dados para 

compreender a atuação e as alterações ocorridas, além de fornecer dados que devem ser 

considerados no momento da aplicação da enzima em um processo. Temperatura e pH ótimos, 

estabilidade térmica e com pH, e outros parâmetros são decisivos na hora do dimensionamento 

de um processo enzimático. 

 
 Efeito de surfactantes, íons metálicos e inibidores sobre atividade enzimática 

Em geral, as substâncias testadas não exerceram muita influência sobre a atividade 

enzimática quando avaliadas na concentração de 1 mM, sendo mantida mais de 80 % da 

atividade em relação ao controle. No entanto, PMSF exerceu efeito inibidor sobre a atividade 

lipase, sendo observada apenas 22,7 % de atividade em relação ao controle na ausência desta 

substância, enquanto detergentes não iônicos como Tween 20 e Tween 80 exerceram um efeito 

ativador, mais de 103 % de atividade detectada. Na concentração de 5 mM, Triton X, Tween 

20 e Tween 80 não influenciaram a atividade lipásica, sendo observada mais de 80 % da 

atividade do controle. O EDTA apresentou efeito inibidor pouco pronunciado, com atividade 

lipásica próximas a 70% da atividade do controle. Na presença de SDS, foi detectada um efeito 

inibidor, chegando a 47% da atividade controle. No caso de PMSF, uma inibição pronunciada 

foi observada, sendo detectada apenas 2,16 % de atividade, o que pode ser atribuído à 

desnaturação da enzima (Fig. 3). 

O fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) é uma substância conhecida por inibir serino 

proteases em geral, sendo inicialmente reportada como inibidora de esterases 

(acetilcolinesterase), quimiotripsina e tripsina (Farney; Gold, 1963). No caso de serino 

proteases, a inibição é irreversível, pois a molécula se liga covalentemente à hidroxila do 

resíduo de serina do sítio ativo numa reação de sulfonilação, formando um derivado enzimático 

sulfonilado inativo (Powers et al., 2002). As lipases são conhecidas serino hidrolases, com uma 

tríade catalítica geralmente formada por serina, histidina e aspartato/glutamato, também 

encontrada em serino proteases (Ollis et al., 1992; Holmquist, 2000). Portanto, o fato de PMSF 
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inibir fortemente a atividade lipase de Aspergillus terreus URM 6614, indica que seu sítio ativo 

contém um resíduo de serina importante para a catálise. 

A Figura 3, apresenta o efeito de íons metálicos sobre a atividade da lipase do extrato 

bruto. Na concentração de 1mM, a maioria dos íons avaliados pouco alteraram a atividade 

enzimática com atividades próximas a 90%. Na concentração de 5 mM, Na+, NH4+, Mn2+, Mg2+ 

e Pb2+ mantiveram a atividade enzimática em torno de 80% do controle, enquanto o íon Zn2+ 

inibiu fortemente a lipase, restando aproximadamente 21,2% de atividade, inclusive não sendo 

detectada atividade com Cu2+. 

Suzuki et al., (1986), em estudos com lipases de Rhizopus javanicus não observaram 

alterações na atividade lipolítica após a adição de 1mM de diversos íons metálicos, dentre eles 

o Ca+. A lipase de P. aurantiogriseum foi inibida pelo íon Zn2+, bem como pelos íons Cu2+ e 

Ba2+ (Lima et al., 2004), resultados semelhantes aos do presente trabalho. A lipase de 

Penicillium abeanum foi inibida por 1 mM de todos os íons testados (Mg2+, Mn2+, Fe2+, Co2+, 

Ni2+, Cu2+, Zn2+, Sr2+, Mo2+, Cd2+, Sn2+, Ba2+, Hg2+ e Pb2+), com destaque para Hg2+ que inibiu 

96 % da atividade enzimática (Sugihara et al., 1996). 

Os solventes orgânicos são amplamente utilizados em reações com lipases, pois facilitam 

o manejo dos substratos hidrofóbicos geralmente utilizados e podem modular e aprimorar a 

atividade e a seletividade da enzima. O efeito de solventes orgânicos a 1mM e a 5 mM sobre a 

estabilidade da atividade lipásica está apresentado na Figura 3. 

A lipase de Aspergillus terreus URM 6614 se apresentou estável na maioria dos solventes 

testados, sendo detectada mais de 70 % de atividade residual após incubação. Apesar deste 

efeito, a enzima se mostrou mais estável que outras reportadas na literatura, como, por exemplo, 

a lipase de Aspergillus niger, a qual apresentou nenhuma ou pouca atividade residual quando 

incubada por 1 h e a 28 °C nos solventes metanol, etanol, 1-propanol, acetona e n-butanol (Lima 

et al., 2004). 
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Figura 3. Efeito de surfactantes, íons metálicos e solventes orgânicos na atividade lipásica de Aspergillus terreus 

URM 6614. 

 

 

 

Pré-tratamento da lipase produzida por Aspergillus terreus URM 6614 
 

A purificação de diversas lipases é descrita na literatura que são geralmente utilizados 

para uma aplicação que exige um grau de pureza elevada, como na elaboração de química fina 

ou farmacológica, sendo alguns métodos como a ultrafiltração, precipitação e cromatografias 

de interação hidrofóbica, troca iônica e exclusão molecular (Sharma et al., 2001). 

Diversas técnicas têm sido empregadas para a purificação de lipases, a precipitação de 

proteínas geralmente é usada como primeiro passo de purificação e neste caso o sulfato de 

amônio é o agente de precipitação mais utilizado. Outra técnica presente nos protocolos de 

purificação é a cromatografia (de troca iônica ou interação hidrofóbica). Esses métodos podem 

ser combinados para que se consiga enzimas com maior poder de catálise (Saxena et al., 2003; 

Gupta et al., 2004). 

Os métodos de purificação de lipases são dependentes da cepa, dos meios e condições de 

cultura e das características da enzima. Como resultado desta diversidade, não há processos de 

purificação específicos. Assim sendo, enzimas produzidas por espécies diferentes do mesmo 

micro-organismo podem apresentar propriedades distintas (Gupta et al., 2004). 

A definição das operações de um processo de purificação depende do uso alvo e também 

de suas características físico-químicas e do tipo de impurezas presentes no extrato enzimático, 

em muitos casos purificação parcial do extrato é suficiente (Gupta et al., 2004). No presente 

trabalho, as técnicas de precipitação com sulfato de amônio e a diálise foram investigadas, 
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visando uma estratégia de clareamento do extrato bruto, afim de diminuir os contaminantes 

presentes, para aplicação final da enzima no tratamento de efluente industrial. 

Foram realizadas quatro faixas de precipitação da lipase com sulfato de amônio: de 0 a 20 

%, 20 a 40 %, 40 a 60%, e de 60 a 80 %, sendo dosadas as atividades nos precipitados e no 

sobrenadante de 80 % de saturação, após 12 horas. Nesse caso, nenhum precipitado foi obtido 

nas duas primeiras faixas, sendo observado que 22,9 % da atividade foi recuperada no 

precipitado de 40 a 60 % de saturação e a maior parte da enzima precipitada, com 55,7 % foi 

obtido no precipitado de 60 a 80 %, sendo que 1,2 % da atividade permaneceu no sobrenadante 

de 80 % de saturação. 

A técnica de precipitação das proteínas com sais é considerada uma ferramenta importante 

para concentração de proteínas. O processo de concentração promove a separação das proteínas 

da maioria dos demais compostos do meio, facilitando os processos subsequentes (Martins, 

2001). A concentração pela adição de sais, como sulfato de amônio, baseia-se no aumento da 

força iônica, de tal forma que as moléculas proteicas se agregam e precipita (Borzani et al., 

2001). A faixa de concentração de 60-80% de saturação foi descrita como adequada para 

precipitação de enzimas produzidas com diferentes microrganismos e substratos (Sharma, et 

al., 2002; Kanwar, et al., 2006; Shu et al., 2006; Sun et al., 2008; Kiran et al., 2008). A 

precipitação com sulfato de amônio foi utilizada como etapa de pré-purificação de, pelo menos, 

11 lipases de 11 fungos do gênero Penicillium, com faixa de precipitação variando de 50 a 85% 

(Li; Zong, 2010). Nos estudos de Carvalho et al., (2005) e Penha et al., (2016), utilizaram 80% 

de saturação de sulfato de amônio para a pré-purificação do extrato enzimático bruto de 

Aspergillus niger e Aspergillus terreus, respectivamente, corroborando com o resultado deste 

trabalho. 

A diálise foi realizada com a passagem de duas vezes o volume de extrato adicionado a 

célula, volume este descrito em outras pesquisas que relatam a pré-purificação de lipases 

microbianas (Baron et al., 2005), bem como em referência que descreve o uso e eficiência do 

procedimento de diafiltração (Zeman; Zydney, 1996; Wang, 2001). Nesta etapa buscou-se lavar 

e eliminar solutos indesejáveis da amostra de proteínas, com intuito de aumentar a atividade 

específica da enzima de interesse, em uma solução mais pura. 

As atividades lipásica para o extrato bruto e extrato pré-tratado foram de 35,5 U/mL e 

19,03 U/mL, respectivamente. Embora estes resultados sejam pouco comparáveis uma vez que 

as purezas das preparações enzimáticas são diferentes, isso sugere que a enzima em extrato 

bruto é mais ativa do que o extrato enzimático obtido após o pré-tratamento por precipitação 

com sulfato de amônio e diálise. 
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Os resultados do extrato dialisado, apresentados na Tabela 2, indicaram redução de 

31,24% de atividade específica. Assim, verificou-se que o processo de diafiltração não resultou 

no aumento total da atividade da enzima, comportamento similar ao observado por Menoncin 

et al., (2010) onde a etapa de diálise não foi efetiva para aumento da atividade específica de 

lipase de Penicillium verrucosum. 

 
 

Tabela 2 - Acompanhamento do comportamento do extrato enzimático durante as etapas de 

pré-tratamento. 
 
 

Extratos Atividade Lipásica 

Total (U/mL) 

Conteúdo Proteico 

(mg/mL) 

Atividade Específica 

(U/mg) 

Bruto 35,05 3,80 9,22 

Precipitado 18,5 2,60 7,11 

Dialisado 19,03 3,00 6,34 

 

A pré-purificação ou purificação de enzimas, assim como no caso de outros bioprodutos, 

deve sempre visar o máximo rendimento, resultando em um produto relativamente puro com 

custos mínimos. Em geral, deve-se sempre considerar as características da molécula alvo 

presente no extrato e as características finais almejadas. Estas duas informações são 

fundamentais na escolha das técnicas, limitações das operações e condições usadas (Berg et al., 

2010). 

O objetivo geral das etapas de purificação é que a pureza ou atividade da proteína alvo 

por unidade de massa seja aumentada com a eliminação de proteínas indesejáveis ou inativas 

(Pinotti, 2003). Harrison et al., (2011) salientam ainda que as abordagens utilizadas em todas 

as etapas de purificação devem ser implementadas com o futuro aumento de escala em mente; 

considerando sempre os padrões de qualidade exigidos, rendimento e custos envolvidos. 

Com isso, de acordo com os dados obtidos, a etapa de aplicação da enzima, foi realizada 

tanto com o extrato bruto quanto com o extrato pré-tratado, afim de verificar o desempenho da 

enzima mediante a essas duas condições. 

 
Aplicação do extrato bruto e pré-tratado na hidrólise de efluente de laticínios 

Com base nos resultados obtidos, foi proposto um estudo detalhado do efeito das 

principais variáveis do processo, tais como: temperatura, rotação, ajuste do pH do meio 

reacional e concentração da enzima, realizado tanto com o extrato bruto quanto com o extrato 

pré-tratado, nos tempos de 16, 20 e 24 horas de reação (Tabela 3). 
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Tabela 3. Resultado do planejamento fatorial Plackett-Burman (PB) 24 da atividade lipásica do 

extrato bruto e pré-tratado no tratamento de efluente de laticínios. 
 
 

 

Ensaios 
Atividade Lipásica no Efluente (U/mL) 

Extrato bruto  Extrato pré-tratado 

16h 20h 24h 16h 20h 24h 

 
1 

 
1,34 

 
2,79 

 
0,90 

 
1,06 

 
0 

 
0 

2 5,62 6,46 3,81 1,36 1,06 0 

3 7,04 8,72 5,34 1,64 0,28 0 

4 1,59 2,10 0,70 0,39 0 0 

5 4,22 5,45 2,83 1,24 0,22 0 

6 1,30 2,33 0,87 0,72 0 0 

7 4,27 5,17 1,56 1,32 0,55 0 

8 8,07 9,57 6,78 3,32 1,55 0 

9 10,76 13,98 7,44 4,41 3,40 1,57 

10 10,40 13,78 7,19 3,96 2,83 1,35 

11 10,33 13,75 7,18 3,90 2,76 1,30 

12 10,21 13,90 7,19 3,95 2,68 1,33 

 

Os resultados mostram que as melhores condições de hidrólise do efluente foram obtidos 

com 20 horas de reação, com o extrato bruto e com 16 horas de reação com o extrato pré- 

tratado, nos pontos centrais, a 35 °C, com 2,5% (p / v) de extrato enzimático, pH 8,5 e com 100 

rpm de agitação. Contudo, foi com o extrato bruto que a hidrólise do efluente teve uma maior 

atividade. Levando em consideração o custo previsto com uma possível aplicação em larga 

escala, foi escolhida como melhor atividade para aplicação o tempo de 16 h, para as próximas 

etapas da otimização da aplicação em efluente de laticínio. 

O objetivo deste conjunto de testes foi determinar a melhor combinação das variáveis 

para a obtenção máxima de ácidos graxos livres (AGL). Um planejamento fatorial fracionário 

é utilizado para melhor entendimento da influência individual dessas variáveis e de suas 

interações na porcentagem de hidrólise enzimática do efluente. 

Pelo Gráfico de Pareto (Fig. 4) é possível avaliar os principais efeitos e interações das 

variáveis estudadas na atividade lipásica do extrato bruto. Observou-se que, com 95% de 

confiança, em 16 horas as variáveis concentração da enzima, agitação e suas respectivas 

interações com a temperatura foram significativas positivas bem como o pH. A temperatura e 
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sua interação com o pH apresentaram efeito significativo negativo sobre a atividade de hidrólise 

do efluente. 

 
 

 
 

Figura 4. Gráfico de Pareto mostrando os efeitos das principais variáveis na aplicação do extrato enzimático no 

tratamento do efluente de laticínios baseados nos resultados experimentais do planejamento fatorial Plackett- 

Burman (PB). 

 

Os resultados do Planejamento Fatorial Standard Designs (Box, Hunter, & Hunter), que 

faz combinações da maior e menor variável, revelaram que as concentrações de enzima, 

agitação e pH são as variáveis mais relevantes para um direcionamento para a otimização dessa 

aplicação. Com isso, foi realizado um segundo planejamento do tipo Box-Behnken Designs, 

com apenas três variáveis (Tab. 4). 

 
Tabela 4 – Resultado da atividade enzimática com os níveis das variáveis do Planejamento 

Fatorial Box-Behnken Designs para a aplicação de lipases por Aspergillus terreus URM 6614 

com o extrato bruto e pré-tratado, durante 16 horas a 35 ºC. 

 

Ensaio Agitação 

(rpm) 

pH E (% 

m/v)* 
  Atividade lipásica (U/mL)  

 Extrato bruto Extrato Pré- 

tratado 

1 100 (-1) 8,5 (-1) 5 (0) 12,66 5,23 

2 300 (+1) 8,5 (-1) 5 (0) 10,43 3,08 

3 100 (-1) 10,5 (+1) 5 (0) 12,30 5,20 

4 300 (+1) 10,5 (+1) 5 (0) 9,16 1,40 

5 100 (-1) 9,5 (0) 2,5 (-1) 16,26 7,99 

6 300 (+1) 9,5 (0) 2,5 (-1) 14,81 7,44 

7 100 (-1) 9,5 (0) 7,5 (+1) 7,87 1,35 
8 300 (+1) 9,5 (0) 7,5 (+1) 7,53 1,24 

Continuação... 
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Continuação... 

9 250 (0) 8,5 (-1) 2,5 (-1) 9,71 2,20 

10 250 (0) 10,5 (+1) 2,5 (-1) 9,40 2,09 

11 250 (0) 8,5 (-1) 7,5 (+1) 7,60 1,22 

12 250 (0) 10,5 (+1) 7,5 (+1) 7,28 1,12 

13 250 (0) 9,5 (0) 5 (0) 13,13 6,44 

14 250 (0) 9,5 (0) 5 (0) 13,28 6,57 
15 250 (0) 9,5 (0) 5 (0) 13,26 6,54 

*Quantidade de extrato bruto e pré-tratado 

 

 

De acordo com os resultados obtidos, a atividade de hidrólise de lipídeos mais elevada 

foi obtida no ensaio 5, utilizando tanto o extrato bruto como o extrato pré-tratado, nas seguintes 

condições experimentais: 2,5 % (p/v) de extrato enzimático, pH 9,5, com 100 rpm de agitação, 

durante 16 horas a 35 ºC. 

A análise de variância indicou que o modelo estabelecido foi significativo (P = 0, 28). Na 

maioria dos estudos a análise ANOVA geralmente mostra um resultado significativo originando 

um modelo experimental quadrático (Gopinath et al., 2003; Salihu et al., 2012). A análise 

ANOVA para a produção da lipase neste estudo, mostrou que só o modelo matemático linear 

foi significativo, obtendo uma equação polinomial de primeira ordem (Tab. 5). 

 
Tabela 5. Análise de variância da ANOVA da aplicação do extrato enzimático bruto e pré- 

tratado em efluente de laticínios. 

 

ANOVA           

Fator  Extrato Bruto (U/mL)  Extrato Pré-tratado (U/mL)  

 SS df MS F P SS df MS F P 

(1)Agit (L)* 6,4082 1 6,40820 1117,709 0,000893 5,46151 1 5,46151 1231,920 0,000811 

(2)pH (L) 0,6385 1 0,63845 111,358 0,008861 0,45601 1 0,45601 102,860 0,009582 

(3)Ext (L)** 49,5012 1 49,50125 8633,939 0,000116 27,30605 1 27,3060 6159,259 0,000162 

1L by 2L 0,2162 1 0,21623 37,714 0,025506 0,67240 1 0,67240 151,669 0,006529 

1L by 3L 0,3192 1 0,31922 55,679 0,017490 0,04623 1 0,04623 10,427 0,084000 

2L by 3L 0,0000 1 0,00002 0,004 0,953358 0,00003 1 0,00003 0,006 0,946975 

Lack of Fit 59,4383 6 9,90639 1727,858 0,000579 60,78566 6 10,1309 2285,176 0,000437 

Pure Error 0,0115 2 0,00573   0,00887 2 0,00443   

Total SS 116,5332 14    94,73676 14    

* Agitação 

** Concentração de extrato bruto e pré-tratado 

 

O gráfico de Pareto apresenta de forma rápida e clara estes fatores estatisticamente 

importantes (Fig. 5). Observa-se que as variáveis concentração do extrato, agitação e pH, bem 

como a interação entre agitação/pH, apresentam um efeito significativo negativo, tanto para o 

extrato bruto quanto para o pré-tratado, já a interação agitação/concentração do extrato, 
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apresenta um efeito significativo positivo utilizando extrato bruto, e não significativo para o 

extrato pré-tratado. No entanto, a interação das variáveis pH/ concentração de extrato não foi 

significativo tanto para aplicação com o extrato bruto quanto para o pré-tratado. 

 

Figura 5. Gráfico de Pareto mostrando os efeitos das principais variáveis na aplicação do extrato enzimático em 

efluente de laticínios baseados nos resultados experimentais do planejamento fatorial Box-Behnken Designs. 

Resultado do Pareto utilizando o extrato bruto (A) e pré-tratado (B). 

 
Durante todas as análises foi observado um padrão similar dos efeitos das variáveis na 

atuação da lipase, mesmo em extratos diferentes. Isso demonstra que a enzima possui 

características particulares, independentemente de ser aplicada em sua forma mais bruta, com 

o extrato bruto, ou em um extrato clarificado, no caso, o extrato resultante de um pré- 

tratamento. Portanto, em caso de uma aplicação em escala industrial, a ausência de um uma 

etapa de pré-purificação minimizará os custos finais do tratamento do efluente. 

Empregando a Superfície de Resposta buscou-se analisar as condições mais adequadas 

que maximizam a aplicação no tratamento do efluente, de acordo com a interação das variáveis 

(Fig. 6 e Fig. 7). 

A Figura 6, apresenta os gráficos de projeção da superfície de resposta em função dos 

fatores experimentais: pH e agitação, concentração do extrato bruto e agitação, concentração 

do extrato bruto e pH. Pode-se verificar que as melhores condições para a aplicação das lipases 

produzidas por Aspergillus terreus URM 6614 em efluente de laticínios, apresentaram-se 

durante a relação entre o pH e agitação, que interagiram de forma positiva e a concentração do 

extrato bruto com a agitação, que interagiram de forma negativa. Já na Figura 7, podemos 

observar a interação entre as variáveis pH e agitação em função da atividade lipolítica, 

demonstrando que quanto maior o pH e menor a agitação do meio, maior será a atividade 

lipásica. Com isso, observa-se que as melhores condições para a aplicação das lipases no 
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tratamento do efluente apresentam-se quando há um aumento do pH e uma diminuição da 

concentração do extrato bruto e agitação. 

 
 

Figura 6. Gráficos de superfície de contorno mostrando as variáveis significativas para a aplicação da lipase 

produzida por A. terreus URM 6614. (A) pH e agitação e (B) concentração do extrato bruto e agitação. 

 

 

 
Figura 7. Gráficos de projeção da superfície de resposta da atividade lipásica (AL) em função dos fatores 

experimentais, pH e agitação, na aplicação da lipase contida no extrato bruto produzida por A. terreus URM 6614. 

 

 

A matriz de resultados do delineamento experimental foi analisada estatisticamente em 

termos de AGL produzido na reação da biodigestão do efluente pela aplicação do extrato 

enzimático bruto. A melhor condição de hidrólise ocorreu com 2,5 % (p/v) de extrato 

enzimático, pH 9,5, com 100 rpm de agitação, durante 16 horas a 35 ºC. Cammarota et al., 
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(2006) estudaram o efeito da concentração de lipase SEP na hidrólise de efluente de laticínios 

e mostraram que a condição que produziu a maior conversão em AGL foi de 1,0% (p / v) durante 

24 h, 35 ° C e 120 rpm. Jung et al., (2002) encontraram resultados semelhantes para hidrólise 

de efluente de laticínios usando lipase SEP a 30 °C, 3,2% (p / v) por 8 h. Leal et al., (2002) 

encontraram as melhores conversões a 45 °C após 24 h, utilizando lipase de Penicillium 

restrictum para a hidrólise de águas residuárias de laticínios, embora a condição selecionada 

para hidrólise fosse de 35 °C durante 12 h por razões de viabilidade econômica, corroborando 

com o resultado desse trabalho. Esse comportamento demonstra a eficiência da aplicação de 

lipases no pré-tratamento de águas residuárias contendo elevado teor de lipídeos trazendo 

vantagem com relação ao custo final do processo, uma vez que é uma preparação enzimática 

não purificada, produzida com resíduos da indústria pesqueira. 

 
Conclusões 

A lipase produzida por Aspergillus terreus URM 6614 por fermentação submersa 

utilizando como substrato Hidrolisado Proteico de Peixe (HPP) Tilápia, produto do 

aproveitamento de resíduos pesqueiro, demonstrou ser estável em uma ampla faixa de pH, íons 

metálicos, solventes orgânicos e na maioria dos inibidores, sendo desnaturada na presença do 

surfactante PMSF. Águas residuárias de indústrias de laticínios contendo elevado teor de 

lipídeos, podem ter a sua carga poluidora reduzida pelo tratamento prévio com lipases. Neste 

trabalho, o tratamento enzimático do efluente com a aplicação do extrato enzimático bruto e 

pré-tratado, foi otimizado para um tempo de 16h, possibilitando a degradação da matéria 

orgânica. A metodologia proposta mostrou ser tecnicamente e economicamente viável para a 

biodegradação de lipídeos presentes em efluentes com elevado teor de lipídeos, uma vez que 

foram obtidos resultados satisfatórios com o extrato enzimático bruto, contribuindo para 

aumentar a eficiência da biodigestão da matéria orgânica, possibilitando experimentações para 

aplicação em larga escala. 
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6 CONCLUSÕES 

 
 

Espécies de Aspergillus pertencentes à seção Terrei apresentam alta similaridade 

morfológica, sendo necessária para a sua taxonomia uma abordagem polifásica. A amplificação 

da região ITS do rDNA, bem como a amplificação parcial do gene para a B-tubulina, são 

importantes ferramentas para compor uma abordagem polifásica no processo de identificação. 

Todas as linhagens das espécies de Aspergillus testadas neste trabalho, apresentaram 

potencial biotecnológico para a produção de lipases através da FS, utilizando, como fonte de 

carbono, resíduos pesqueiros, como o hidrolisado proteico de peixe (HPP) e óleo de peixe, 

gerados do aproveitamento dos restos do processo de filetagem industrial de Tilápia. A 

produção de lipases variou de acordo com o micro-organismo e com o substrato avaliados, 

sendo o substrato um importante estimulante para que o micro-organismo produza a enzima. 

O HPP Tilápia está sendo relatado pela primeira vez como substrato eficaz para produção 

de lipase, apresentando-se como melhor substrato em relação aos demais testados neste 

trabalho. Os substratos óleo de peixe e hidrolisado de camarão também estimularam a produção 

de lipases pelas linhagens avaliadas, porém em concentrações mais baixas do que no caso do 

HPP. O isolado que se destacou com a maior atividade lipásica foi Aspergillus terreus URM 

6614, sendo então escolhido para a otimização do processo de produção lipásica. 

As melhores condições para a produção da enzima foram: concentração do HPP (10% 

v/v), extrato de levedura (0,2% p/v), tempo de fermentação (120 h), rotação (150 rpm), pH 7,5 

a 30 ºC, com atividade lipásica de 35,04 U/mL. Os resíduos pesqueiros gerados por indústrias 

de filetagem de Tilápia, podem ser uma matéria-prima importante para produção de lipases 

através de FS, visando aumentar a produção, e reduzir os custos de todo o processo. 

A lipase produzida por Aspergillus terreus URM 6614, foi eficiente quando aplicada na 

biodigestão de efluente de laticínio, mesmo na forma de extrato enzimático bruto, permitindo a 

redução de custos com a ausência de etapas de purificação da enzima. Essa enzima pode ser 

empregada para o tratamento de efluentes ricos em gorduras, podendo aumentar 

significativamente a eficiência deste processo, reduzindo os impactos ambientais gerados sobre 

os recursos hídricos. 
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ANEXO A - RELATÓRIO DE ENSAIO Nº 132.417 
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ANEXO B - RELATÓRIO DE ENSAIO Nº 134.284 



 

 


