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RESUMO 

As lipases são biocatalisadoras aplicáveis em diversas reações, e assim atraentes 
para usos industriais. Devido seu potencial biotecnológico, a otimização de proces-
sos de produção vem sendo estudado. Atualmente, a produção destas enzimas en-
volve a fermentação submersa (FS) e a fermentação no estado sólido (FES). Ao se-
rem comparadas, a FES possui vantagens como, a simplicidade do meio, visto que o 
Brasil possui abundância de biomassa e resíduos agroindustriais, simulação do habi-
tat natural dos microrganismos e menor custo de produção. Sua utilização resulta 
em produtos com valor agregado, acarretando a redução de custos e diminuição de 
problemas ambientais.  O presente trabalho tem por objetivo o estudo da produção 
de lipases de Penicillium corylophilum por fermentação no estado sólido (FES), utili-
zando diferentes meios de cultivo: farelo de semente de girassol (FSG), torta de mi-
lho (TM) e triguilho (T). Para tal, foram determinadas as umidades dos meios de cul-
tivo em analisador de umidade com lâmpada de infravermelho, estudou-se a solução 
umidificadora, água e tampão fosfato pH 7, 0,05 mol L-1, fixando a umidade final em 
55% (v/m), o efeito da liofilização na atividade enzimática do sólido fermentado e  
uma análise dos custos para a produção das lipases de P. corylophilum por FES pa-
ra os meios citados. A produção de lipases foi analisada pela atividade lipolítica me-
diante o método da hidrólise do palmitato de p-nitrofenila (pNPP). Para o meio com 
maior atividade, a atividade foi avaliada também pelo método titulométrico, utilizando 
o óleo de oliva. Os resultados mostraram que a quantidade de água para alcançar a 
umidade de 55%, varia para cada substrato, sendo maior para T (3 mL de água/ g 
de substrato) e menor para FSG (2,4 mL de água/ g de substrato). O triguilho (T) 
apresentou a maior atividade lipolítica, 32,3 U g-1 S em 168 horas de cultura. A do-
sagem da atividade lipolítica pelo método titulométrico indicou a presença de lipases 

“verdadeira” e a atividade foi 97  11,9 U g-1 S. Em relação à liofilização, a atividade 
residual foi maior para FSG (83%) e muito próximas para T (38%) e TM (40%). A 
análise de custos indicou valores muito próximos para os três meios, sendo o menor 
para TM (R$ 73,99/ 100 g de substrato seco) seguido do T (R$ 74,49/ 100 g de 
substrato seco) e FSG (R$ 75,41/ 100 g de substrato seco). Sendo assim, analisan-
do os resultados de custo e perdas na atividade durante a liofilização, o triguilho se-
ria mais viável quando se pretende utilizá-lo sem a necessidade de liofilização, isto 
é, aplicação essencialmente em reações onde o meio aquoso é principal, pois apre-
sentou maior atividade lipolítica e o segundo menor valor (R$ 74,49/ 100 g de subs-
trato seco). Porém, para reações onde há necessidade de se utilizar um fermentado 
com baixos teores de água, por exemplo, em reações de esterificação, o FSG seria 
mais viável, pois o sólido fermentado apresentou menor perda da atividade após a 
liofilização.  
 

Palavras-chave: resíduos agroindustriais; fungo; lipase; Penicillium corylophilum. 
 
 

 

 



 

 

ABSTRACT 

Lipases are biocatalysts applicable in various reactions, and thus attractive for indus-
trial uses. Due to its biotechnological potential, the optimization of production pro-
cesses has been studied. Currently, the production of these enzymes involves sub-
merged fermentation (FS) and solid state fermentation (FES). When compared, FES 
has advantages such as the simplicity of the environment, as Brazil has an abun-
dance of biomass and agro-industrial residues, simulation of the natural habitat of 
microorganisms and lower production cost. Its use results in products with added 
value, reducing costs and reducing environmental problems. The present work aims 
to study the production of lipases from Penicillium corylophilum by solid state fermen-
tation (FES), using different culture media: sunflower seed meal (FSG), corn cake 
(TM) and cornmeal (T). To this end, the moistures of the culture media were deter-
mined in a moisture analyzer with an infrared lamp, the humidifying solution, water 
and phosphate buffer pH 7, 0.05 mol L-1 were studied, setting the final moisture at 55 
% (v/m), the effect of lyophilization on the enzymatic activity of the fermented solid 
and an analysis of the costs for the production of P. corylophilum lipases by FES for 
the aforementioned media. The production of lipases was analyzed by lipolytic activi-
ty using the hydrolysis method of p-nitrophenyl palmitate (pNPP). For the medium 
with higher activity, the activity was also evaluated by the titrimetric method, using 
olive oil. The results showed that the amount of water to reach a moisture content of 
55% varies for each substrate, being higher for T (3 mL of water/g of substrate) and 
lower for FSG (2.4 mL of water/g of substrate). Wheatear (T) had the highest lipolytic 
activity, 32.3 U g-1 S in 168 hours of culture. The measurement of lipolytic activity by 

the titrimetric method indicated the presence of “true” lipases and the activity was 

97   11.9 U g-1 S. Regarding lyophilization, the residual activity was higher for FSG 
(83%) and very close for T (38%) and TM (40%). The cost analysis indicated very 
similar values for the three media, being the lowest for TM (BRL 73.99/100 g of dry 
substrate) followed by T (BRL 74.49/100 g of dry substrate) and FSG (BRL 
75.41/100 g of dry substrate). Thus, analyzing the results of cost and activity losses 
during freeze-drying, wheat wheat would be more viable when one intends to use it 
without the need for freeze-drying, that is, application essentially in reactions where 
the aqueous medium is main, as showed the highest lipolytic activity and the second 
lowest value (R$ 74.49/100 g of dry substrate). However, for reactions where it is 
necessary to use a fermented product with low water contents, for example, in esteri-
fication reactions, FSG would be more viable, as the fermented solid showed less 
loss of activity after freeze-drying. 
 

Keywords: agro-industrial residues; fungus; lipase; Penicillium corylophilum. 
 
 

 

 
 

 



 

 

LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

Figura 1- Principais reações catalisadas por lipases ................................................. 15 
Figura 2- Fungo Penicillium corylophillum em meio BDA. Crescimento após 6 dias, a 
29 ºC ......................................................................................................................... 22 
Figura 3- Representação esquemática da reação de hidrólise do palmitato de p-
nitrofenila catalisada por lipase ................................................................................. 25 
Figura 4 - Representação esquemática da reação de hidrólise pelo método 
titulométrico ............................................................................................................... 26 
Figura 5 - Substratos para a produção de lipases de Penicillium corylophilum por 
fermentação no estado sólido. TM: torta de milho; T: triguilho; FSG: farelo de 
semente de girassol. À direita, os substratos antes do processo de fermentação e à 
esquerda, o fermentado após 6 dias de fermentação ............................................... 32 
Figura 6 – Atividade lipolítica relativa aos sólidos fermentados obtidos do cultivo de 
Penicillium corylophilum utilizando diferentes substratos. Condições: 55% de 
umidade, 29°C. Condições de ensaio na dosagem da atividade em pNPP: 40 °C, 
tampão fosfato pH 8,0, 0,05 mol L-1. a,b,c: letras acima nas colunas indicam diferenças 
significativas segundo o teste Tukey com 95% de confiança (p ≤ 0,05) .................... 33 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 
 

 

 

 

 

 



 

 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1- Determinação da quantidade de água necessária para os diferentes 
substratos utilizados na fermentação no estado sólido através do analisador de 
umidade com lâmpada infravermelha ....................................................................... 29 

Tabela 2- Quantidades de água acidionadas para umidificar os substratos utilizados 
na fermentação no estado sólido para produção de lipases de Penicillium 
corylophilum .............................................................................................................. 29 

Tabela 3- Composição físico-química dos substratos a partir de dados da literatura 
ou de informações do fabricante ............................................................................... 30 

Tabela 4 - Fermentação no estado sólido para produção de lipases, análise de 
diferentes indutores ................................................................................................... 30 

Tabela 5 - Citações sobre produção de lipase por FES ............................................ 34 

Tabela 6 - Efeito das soluções umidificadoras sobre a produção das lipases de 
Penicillium corylphilum for fermentação no estado sólido. Condições: 55% de 

umidade; 144 h, 29 C. Condições de ensaio na dosagem da atividade em pNPP: 40 
°C, tampão fosfato pH 8,0, 0,05 mol L-1 .................................................................... 35 

Tabela 7 - Efeito da liofilização na atividade dos sólidos fermentados obtidos em 144 
h de cultivo em meio com solução de água como umidificadora (55% de umidade). 
Condições de ensaio na dosagem da atividade em pNPP: 40 °C, tampão fosfato pH 
8,0, 0,05 mol L-1 ........................................................................................................ 36 

Tabela 8 - Valores em reais para a produção de lipases de Penicillium corylophilum 
em diferentes meios de cultivo em fermentação no estado sólido ............................ 37 

 

 

 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

FES Fermentação no estado sólido 

FS Fermentação submersa 

FSG  Farelo de semente de girassol 

pNPP Palmitato de p-nitrofenila 

RM Razão molar 

SS Substrato seco 

T  Triguilho 

TM Torta de milho 

U g-1SS Unidades de atividade enzimática por grama de substrato seco 

U g-1S Unidades de atividade enzimática por grama de sólido fermentado 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 



 

 

SUMÁRIO 
 

 

1 INTRODUÇÃO ....................................................................................................... 13 
2 OBJETIVOS ........................................................................................................... 14 

2.1 Objetivos gerais ............................................................................................. 14 
2.2 Objetivos específicos .................................................................................... 14 

3 REFERENCIAL TEÓRICO ..................................................................................... 15 
3.1 Lipases ........................................................................................................... 15 

3.1.1 Lipase de Penicillium corylophilum............................................................ 16 

3.2 Fermentação no estado sólido ..................................................................... 18 
3.2.1 Substratos ................................................................................................. 19 

4 METODOLOGIA .................................................................................................... 21 
4.1 Reagentes ....................................................................................................... 21 
4.2 Microrganismo ............................................................................................... 21 
4.3 Esterilização dos meios ................................................................................ 21 
4.4 Preservação da cepa ..................................................................................... 21 

4.5 Composição dos meios e preparação dos substratos ............................... 22 

4.6 Condições de cultivo ..................................................................................... 22 
4.6.1 Determinação da umidade por infravermelho ........................................... 23 
4.6.2 Estudo da solução umidificadora............................................................... 23 

4.6.3 Estabilidade à liofilização .......................................................................... 23 
4.8 Custo-benefício .............................................................................................. 24 

4.9 Métodos analíticos......................................................................................... 24 
4.9.1 Determinação da atividade lipolítica .......................................................... 24 
4.9.1.1 Método de hidrólise do palmitato de p-nitrofenila ................................... 24 
4.9.1.2 Método titulométrico ............................................................................... 26 
4.10 Análise estatística através do teste de Tukey ............................................. 27 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO ............................................................................. 28 
5.1 Determinação da umidade com lâmpada infravermelha ............................ 28 

5.2 Fermentação no estado sólido utilizando diferentes substratos .............. 31 
5.3 Efeito das soluções umidificadoras ............................................................. 35 
5.4 Efeito da liofilização dos sólidos fermentados ........................................... 35 
5.5 Análise do custo-benefício para fermentação no estado sólido em 
diferentes meios de cultivo ................................................................................. 36 

6 CONCLUSÃO ........................................................................................................ 38 
REFERÊNCIAS......................................................................................................... 39 

 

 

 

 

 



  13 

 

1 INTRODUÇÃO 

Lipases [Glicerol éster hidrolases (E.C. 3.1.1.3)] são enzimas atuantes na 

interface orgânico-aquosa, que catalisam a clivagem de ligações éster em 

triglicerídeos, produzindo glicerol e ácidos graxos livres. Além disso, em meios não 

aquosos, agem catalisando também reações de esterificação, transesterificação, 

intersterificação, aminólise e lactonização, constituindo uma classe especial de 

esterases (BORELLI; TRONO, 2015). 

As lipases oriundas de microrganismos apresentam potencial como biocatali-

sador, com vasta gama de aplicação industrial devido sua estabilidade, especificida-

de de substrato, produção em grandes quantidades e menores custos de produção 

(PRABANINGTYAS et al., 2018), ou seja, a produção de lipases por microrganismos 

viabiliza a utilização de matérias-primas com baixo valor agregado.  

Diferentes técnicas de produção foram desenvolvidas em busca de lipases 

específicas, estáveis e com maior rendimento permitindo sua aplicação industrial 

(SALIHU, 2012; RIGO et al., 2009). Fermentação em estado sólido (FES) e fermen-

tação submersa (FS) são os dois métodos de produção mais utilizados para produzir 

lipase fúngica (GEOFFRY; ACHUR, 2018; SUN; XU, 2008). A produção destas en-

zimas por FES permite a utilização de resíduos agroindustriais, reduzindo o custo de 

produção e contribuindo com o meio ambiente (PUTRI et al., 2020). 

 Tendo em vista a preocupação com a diminuição de custos de produção de 

lipases, diferentes meios de cultivo foram estudados para produzir lipases de Penicil-

lium corylophilum, através da fermentação no estado sólido (FES).  

Para tal, levou-se em consideração que há poucos relatos na literatura utili-

zando o fungo P. corylophilum para produção de lipases e apenas os resultados ob-

tidos por Camargo (2015), para a produção de lipases por FES utilizando o referido 

fungo. Partindo destes resultados prévios, para os estudos sobre FES desenvolvidos 

neste projeto, optou-se pela fixação da umidade da FES em 55%, quantidade de 

dias para o processo fermentativo (5, 6 e 7) e continuidade com o substrato farelo de 

semente de girassol (FSG). Os demais substratos, torta de milho (TM) e triguilho (T) 

estão sendo utilizados pela primeira vez na produção de lipase de P. corylophilum 

por FES. 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1876610218308221#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0921344911002187?casa_token=TvwLKwOJfIUAAAAA:u3_2qx-vmGlFqRzjxGaBiWidfQRw2-IvmAYcNLZV8LeuagxnXXUeNEIcYX3vCKVqJFFYLK1NotY#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878818117305674?casa_token=1lNOrb3qmiAAAAAA:Nxe2eJJxW24YjUDpuQtwaK5m5UFbVNtvq0gn_KjzVBSsh2VdunQpAN01hBCxAZ2tKGSMn88AFnQ#!
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivos gerais 

 Produzir lipases de Penicillium corylophilum (IOC 4211) por FES. 

 

2.2 Objetivos específicos 

● Determinar a umidade dos meios de cultivos utilizados; 

● Produzir lipases de P. corylophilum por FES utilizando: triguilho, farelo de se-

mente de girassol, torta de milho, fixando a umidade em 55%; 

● Estudar as soluções para umidificar os meios de cultivo contendo: água desti-

lada e tampão fosfato pH 7,0 0,05 mol L-1; 

● Estudar a influência da liofilização na atividade enzimática do sólido fermen-

tado; 

● Estimar os custos para a produção de lipases para cada meio de cultivo. 
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3 REFERENCIAL TEÓRICO 

3.1 Lipases 

Lipases (EC 3.1.1.3) são enzimas usadas em diferentes setores industriais e, 

devido à sua versatilidade estão envolvidas em diferentes processos. Catalisam 

reações de hidrólise, esterificação, transesterificação, interesterificação, aminólise e 

lactonização, constituindo uma classe especial de esterases (BORELLI; TRONO, 

2015; GARCIA et al.,1999) (Figura 1). 

 

Figura 1- Principais reações catalisadas por lipases 

Hidrólise

RCOOH R1OH++

Esterificação

RCOOH + R1OH

RCOOR1 H2O

RCOOR1 + H2O

Transesterificação

Alcoólise

RCOOR1 + R2OH RCOOR2 + R1OH

Acidólise

RCOOR1 + R2COOH RCOOH + R2COOR1

Interesterificação

RCOOR1 + R2COOR3 RCOOR3 + R2COOR1

Aminólise

RCOOR1 + R2NH2
RCONHR2 + R1OH

 
Fonte: Adaptado de Borrelli e Trono (2015) 

 

O interesse na catálise enzimática está relacionado às vantagens que as en-

zimas possuem quando comparado aos catalisadores químicos. As aplicações de 

lipases incluem diversos setores, como: indústrias de alimentos, química, farmacêu-

tica, cosméticos, biodiesel, couro, entre outras (MESSIAS et al., 2011). 
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Entretanto, aumentar o emprego em diferentes setores industriais está relaci-

onado à diminuição dos custos de produção. Para isso, estratégias como seleção de 

novos microrganismos produtores de enzimas e utilização de meios de baixo custo 

vem sendo estudados (REINEHR et al., 2014). 

Características como a possibilidade de catalisar reações em distintos meios 

(aquoso, orgânico, aquo-restrito), capacidade de utilização em vários substratos, 

estabilidade referente à temperatura, pH e solventes orgânicos, as tornam biocatali-

sadores relevantes (ISMAIL; KASHTOH; BAEK, 2021). 

As lipases são habitualmente encontradas na natureza, podendo ser obtidas a 

partir de tecidos animais, vegetais e de microrganismos. As microbianas são mais 

usadas industrialmente devido às características como estabilidade e variedade de 

atividade catalítica. Quando relacionado à produção de enzimas, estas possuem 

maior facilidade de cultivo e os meios utilizados são de baixo custo (MURUCI, 2012).  

As lipases microbianas constituem um importante grupo de enzimas com valor 

biotecnológico, sobretudo devido à aplicabilidade em vasta gama de reações e a 

facilidade de produção em massa. O uso comercial de lipases é um negócio 

bilionário que compreende uma variedade de aplicações, em diferentes setores 

industriais como o alimentício (modificação do sabor, síntese de aromas, e 

maturação de laticínios e embutidos), farmacêutico (resolução de enantiômeros e 

composição de medicamentos, degradação de óleos e gorduras), na indústria 

química (síntese de ésteres), ambiental (biorremediação e tratamento de efluentes, 

decompondo e removendo substâncias oleosas), papeleira (remoção de 

componentes hidrofóbicos), couro (remoção de lipídios de peles animais), energética 

(síntese de biodiesel), têxtil (exclusão de lubrificantes) na produção de cosméticos 

(remoção de lipídios), detergentes (hidrólise de gorduras) e produtos agrícolas 

(pesticidas) (BILAL et al., 2021; JIMÉNEZ; MARTÍNEZ, 2017; COLLA; REINEHR; 

COSTA, 2012). 

 

3.1.1 Lipase de Penicillium corylophilum 

Dentre os microrganismos produtores de lipases, estão os fungos dos gêne-

ros Trichosporon, Pichia, Aspergillus, Rhizopus, Penicillium, Geotrichum, leveduras 

dos gêneros Tulopis e Candida, e bactérias dos gêneros Streptomyces, Chromobac-
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terium e Bacillus entre outros (ALVES et al., 2019; MELO, 2012; BARON, 2008; BE-

VILAQUA, 2005). 

Segundo Li e Zong (2010), os fungos do gênero Penicillium são bons produto-

res de lipase. 

O fungo P. corylophilum tem sido relatado na literatura para diferentes aplica-

ções. A primeira, de acordo com o site science direct, ocorreu em 1970 e estava re-

lacionado às flutuações sazonais de fungos do solo egípcio (MOUBASHER; EL-

DOHLOB, 1970) . O fungo está associado à produção de ácido oxálico em monu-

mentos históricos (GÓMEZ-ALARCÓN; MUÑOZ; FLORES, 1994) e mais recente-

mente foi utilizado para produção de nanocompósitos de CuO/ZnO através de uma 

abordagem de biossíntese verde (FOUDA et al., 2020).  

Em relação à produção de lipases, foram produzidas por P. corylophilum em 

fermentação submersa (FS), e a influência do óleo de oliva, como indutor, foi 

analisada nas lipases extracelulares e as ligadas ao micélio. Os resultados 

mostraram que no terceiro dia FS para o meio suplementado com azeite, a atividade 

extracelular da lipase aumentou em quatro vezes (163 mU g-1) em relação ao meio 

sem azeite (42 mU g-1). Para o meio não induzido, a lipase ligada ao micélio também 

apresentou a maior atividade específica (146 mU g-1) após três dias de cultivo, 

enquanto, sob condições de indução, o valor máximo (188 mU g-1) foi deslocado 

para o dia seguinte (ROMERO et al., 2014).  

O potencial do extrato lipolítico, obtido por FS e oriundo deste microrganismo 

também foi avaliado em reações de esterificação em diferentes meios reacionais, 

sendo o melhor resultado para o sistema de micelas reversas em n-heptano, onde o 

rendimento do oleato de n-butila foi de 100% em 12 h, nas seguintes condições, 

0,38 mg de proteína por mL do meio reacional, 37 C, 200 rpm, razão molar (RM) 

ácido álcool de 1:3 (BARON et al., 2005).  

Camargo (2015) relatou pela primeira vez a produção de lipases de P. 

corylohilum por FES, utilizando farelo de semente de girassol e bagaço de cana-de-

açúcar como substratos. Apesar da atividade frente ao palmitato de p-nitrofenila 

(pNPP) ter sido baixa (0,6 U g-1 de substrato seco), o sólido fermentado apresentou 

potencial para ser usado na síntese de ésteres, sendo observado nos estudos preli-

minares, rendimento de 56% para oleato de etila, nas seguintes condições, 37 °C 

em n-heptano como solvente, 1 g do sólido fermentado e RM ácido álcool de 1:2. 

https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S000715367080122X#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S000715367080122X#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S000715367080122X#!
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Atualmente, não há demais citações na literatura da utilização deste fungo pa-

ra produção de lipases por fermentação sólida, enfatizando seu potencial inovador e 

por isso, justifica-se a continuidade dos estudos, a fim de contribuir com a produção 

eco-amigável de lipases por P. corylohilum por FES. 

 

3.2 Fermentação no estado sólido 

A fermentação no estado sólido (FES) envolve o cultivo de microrganismos 

em substratos insolúveis com baixo percentual de água em sua composição 

(MESSIAS et al., 2011), sendo que a quantidade de água deve ser suficiente para o 

crescimento e metabolismo dos microrganismos (SANTOS et al., 2008). 

A FES possui algumas vantagens quando comparada a FS (fermentação 

submersa), sendo: fácil manejo e manutenção, menor custo de operação, maior 

concentração de produtos formados, facilidade na extração do produto com a utiliza-

ção de solventes apropriados (geralmente água), espaço físico reduzido, simulação 

do habitat natural dos microrganismos, levando a uma facilidade de crescimento no 

substrato, maior produção enzimática e requerendo menor energia, utilização de re-

síduos agroindustriais como substratos para obtenção de produtos com valor agre-

gado, acarretando na redução de custos e diminuição de problemas ambientais.  

(GEOFFRY; ACHUR, 2018; AGUIEIRAS; OLIVEIRA; FREIRE, 2015; MENONCIN et 

al., 2009). 

Ressaltam-se os prós da fermentação sólida, como, simplicidade no preparo 

do meio de cultura; diminuição de contaminações; redução dos efluentes líquidos a 

tratar; resíduos sólidos mais estáveis após a fermentação; produção concentrada de 

metabólitos e eliminação da formação de espuma (RODRIGUES, 2006; SOCCOL; 

VANDENBERGHE, 2003). 

Em sumo, além da alta produtividade, as enzimas produzidas pelo processo 

de fermentação sólida são menos suscetíveis a problemas de inibição pelo substra-

to, são mais estáveis em termos de temperatura e pH (FARINAS, 2015; SINGHANIA 

et al., 2009). 
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3.2.1 Substratos  

Em um país com abundância de biomassa e resíduos industriais, o uso de 

resíduos como substrato para a produção de lipases, auxilia para redução dos 

custos dos bioprocessos, agrega valor a esses materiais e evita a geração de 

problemas ambientais. Desse modo, a fermentação no estado sólido é uma técnica 

economicamente vantajosa para o Brasil (BOSSA et al., 2019). 

Os resíduos renováveis incluem uma variedade de substratos, como farelos, 

tortas, cascas, caroços e borras. Esses materiais gerados pelas indústrias, além de 

fonte de matéria orgânica, podem ser usados como fonte de proteínas, enzimas e 

óleos essenciais, sendo passíveis de recuperação e aproveitamento (COELHO et 

al., 2001). 

É importante considerar que cada substrato apresenta características indivi-

duais, como retenção de umidade e disponibilidade de nutrientes, a escolha está 

relacionada à capacidade de adequação do microrganismo ao seu ambiente (AL-

BANO, 2012). 

De acordo com a literatura para fermentação no estado sólido, os substratos 

são considerados suportes fisiológicos e agem como fontes de nutrientes (PANDEY, 

2003). 

Alguns trabalhos expõem o uso de resíduos agroindustriais, para produção de 

lipases por FES, como a torta de babaçu, farelo de trigo, bagaço de cana, farelo de 

soja, casca de arroz, casca de milho, entre outros (SANTOS et al., 2018; FERNAN-

DES, 2007). Baseado nos estudos de Camargo (2015) e disponibilidades de alguns 

substratos, selecionou-se três para dar continuidade aos estudos para produzir lipa-

ses de P. corylophilum utilizando FES, trigo moído ou triguilho (T), farelo da semente 

de girassol (FSG) e torta de milho (TM). 

O farelo de trigo corresponde a película externa da parte comestível do grão, 

sendo o mesmo um potencial substrato para produção enzimática por FES, se dife-

rencia do T, utilizado no presente trabalho, que é o grão integral pré-cozido, seco e 

triturado. Até o momento, não foram encontrados trabalho utilizando o T como subs-

trato. Em relação ao farelo de trigo, Bakker (2017) estudou a FES com este substra-

to obtendo atividade de 11,78 U g-1. O trabalho desenvolvido por Damaso et al. 

(2008), demonstrou atividade de 48,6 U gds-1 ao utilizar o farelo de trigo como subs-

trato e azeite de oliva como indutor, à 32º C após 48 horas. Kumar (2011) usou resí-
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duos de graxa como substrato e meio Czepek-dox, suplementando com farelo de 

trigo, à 32 ºC por 8 dias, obtendo atividade enzimática de 38 U mL-1. Essas distintas 

aplicações mostraram que o uso de farelo de trigo tem impacto significativo na pro-

dução de lipase, assim como a otimização apresentada por Pitol et al. (2017) entre 

farelo de trigo e bagaço de cana-de-açúcar (50:50), suplementado com ureia, alcan-

çando atividade de 113 U g-1 em biorreator piloto. 

A mistura entre dois substratos também foi estudada por Salum et al. (2010) e 

Serres et al. (2017), mas dessa vez, sendo composto pelo farelo de semente de gi-

rassol e o bagaço de cana-de-açúcar, apresentando potencial para diminuição de 

gastos. De acordo com os resultados apresentados por Camargo (2015), o FSG é 

um material promissor, para produzir lipases de P. corylophilum por FES, possibili-

tando a aplicação do sólido fermentado em biocatálise.  

O subproduto proveniente do processamento do milho (TM) é um resíduo 

agroindustrial que foi utilizado como substrato para a produção de lipases de 

Burkholderia cepacia, por FES e a atividade foi de 108 U g-1. O sólido fermentado foi 

aplicado em reações de esterificação e transesterificação (FERNANDES et al., 

2007).  
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4 METODOLOGIA 

4.1 Reagentes 

Os materiais empregados como meio de cultivo, farelo de semente de girassol 

(FSG) (Sempre Vita) e triguilho (Kinino) (T), foram adquiridos em comércio local. Já 

a torta de milho (TM), foi gentilmente cedida pela Caramuru Alimentos. 

O óleo de soja (Concórdia), utilizado como indutor nos cultivos com TM e T e 

óleo de oliva extra virgem (Galo), empregado na dosagem da atividade lipolítica pelo 

método titulométrico, também foram adquiridos em comércio local. 

Todos os demais reagentes utilizados neste trabalho foram grau analítico. 

 

4.2 Microrganismo 

O fungo P. corylophilum foi isolado no Laboratório de Tecnologia Enzimática e 

Biocatálise-UFPR e sua caracterização taxonômica foi realizada no Laboratório de 

Coleção de Cultura de Fungos da Fundação Oswaldo Cruz, onde está depositado 

como P. corylophilum Dierckx (IOC-4211). 

 

4.3 Esterilização dos meios 

Para assegurar as condições estéreis de crescimento do fungo, desde o pré-

cultivo até a fermentação, assim como todos os materiais utilizados, foram feitas es-

terilizações em autoclave a 121 °C com pressão de 1 atm por 15 min. 

 

4.4 Preservação da cepa 

Usou-se o meio BDA (batata, dextrose e ágar), que foi anteriormente esterili-

zado e adicionado em Erlenmeyer; o fungo foi repicado em três regiões diferentes do 

frasco e incubado a 29 ºC. Depois do seu crescimento, em 6 dias, foi armazenado 

lacrado com papel filme e mantido a 4 ºC. 
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Figura 2- Fungo Penicillium corylophillum em meio BDA. Crescimento após 6 dias, a 29 ºC 

 
Fonte: Autoria própria (2021) 

 

4.5 Composição dos meios e preparação dos substratos 

Para a produção da enzima, foram utilizados como substratos T, FSG e TM. 

Para os meios T e TM, houve adição de 5% (v/m) óleo de soja como indutor. A umi-

dade dos substratos foi fixada em 55%, sendo avaliada a solução umidificadora, 

água ou tampão fosfato pH 7,0, 0,05 mol L-1. 

A semente de girassol foi triturada, tamisada e embalada em sacos plásticos, 

sendo utilizadas as frações do farelo com granulometria entre 0,85 e 1,70 mm de 

diâmetro para os estudos de FES. Os demais substratos foram utilizados sem prepa-

ração prévia. 

 

4.6 Condições de cultivo 

O microrganismo foi avaliado em três tempos de cultivo distintos (5, 6 e 7 di-

as), sendo retirada triplicatas (T, FSG e TM) do cultivo a cada tempo. Os cultivos 

foram feitos utilizando-se 4 g dos substratos em Erlenmeyers de 250 mL. O processo 

de umedecimento foi realizado em duas etapas, sendo a primeira anterior à esterili-

zação e outra no momento do inóculo dos esporos. Sendo adicionado o volume de 

água/tampão até faltar apenas 0,4 mL e a mistura foi homogeneizada com bastão de 

vidro. Para os substratos sólidos umedecidos T e TM foram acrescidos, 200 µL de 

óleo de soja de forma a obter uma porcentagem de 5% de óleo (v/m) em cada Er-

lenmeyer.  O volume de 0,4 mL restante foi adicionado na forma de suspensão de 
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esporos no momento do inóculo do microrganismo, atingindo o teor de umidade es-

tabelecido. 

Para obtenção dos esporos foi feita uma raspagem do fungo crescido em 

Erlenmeyers contendo BDA, segundo item 4.4. A raspagem foi feita com água 

contendo 0,01% de Tween 80. Uma alíquota da suspensão coloidal de esporos 

obtida foi levada à câmara de Neubauer, onde é feita uma contagem dos esporos e 

a determinação da concentração dos mesmos. Com os valores obtidos, fez-se uma 

diluição da suspensão original em tampão a fim de obter uma solução de 4,0 x 107 

esporos. mL-1 (107 esporos. g-1 de substrato seco) e 0,4 mL utilizado para inocular o 

meio umedecido de cada Erlenmeyer. Os cultivos foram incubados a 29 °C e 

triplicatas de cada meio retirada em três tempos, 5, 6 e 7 dias. Após o período de 

fermentação, os sólidos fermentados foram armazenados em refrigerador a 4 °C 

para posterior dosagem de atividade (item 4.9.1) e liofilização.  

 

4.6.1 Determinação da umidade por infravermelho 

A umidade foi determinada em analisador de umidade com lâmpada 

infravermelha halógena IV3100 (Gehaka). 

 

4.6.2 Estudo da solução umidificadora 

Foram estudadas as soluções umidificadoras água destilada e tampão fosfato 

pH 7,0 0,05 mol L-1. A primeira foi estudada para os três meios, nos dias 5, 6 e 7. A 

utilização da solução tampão fosfato foi estudada no tempo de 6 dias para os três 

meios. Os ensaios foram realizados em triplicata. 

 

4.6.3 Estabilidade à liofilização 

Para verificar a estabilidade do sólido fermentado à liofilização, 2 g dos sóli-

dos fermentados após 144 h de fermentação foram liofilizados em liofilizador (SL-

404, Solab) por 48 h. A atividade residual do sólido fermentado seco foi dosada atra-

vés da hidrólise do pNPP. 
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4.8 Custo-benefício 

Para o cálculo aproximado da produção de lipases, os custos foram relacionados 

para cada 100 g do substrato seco, sendo os valores da semente de girassol (R$ 

17,60/ kg) e triguilho (R$ 5,50/ kg) adquiridos em comércio local e para a torta de 

milho, o valor foi fornecido pela Caramuru Alimentos (R$ 1,50/ kg), que gentilmente 

forneceu o material para a realização do trabalho. Demais itens também foram adici-

onados aos cálculos, como água destilada (R$ 22,80/ 5 L), óleo de soja (R$ 7,39/ 

900 mL), BDA (R$ 386,51/ 500 g) e energia elétrica (R$ 6,24 kWh). 

 

4.9 Métodos analíticos  

4.9.1 Determinação da atividade lipolítica  

Para a determinação da atividade lipolítica, foram utilizados dois métodos: o 

método espectrofotométrico de hidrólise do palmitato de p-nitrofenila (pNPP) e o 

método titulométrico (apenas para o meio com maior atividade). Para ambos os 

métodos, a atividade foi expressa em U g-1s (U) e refere-se a unidades de atividade 

por grama de sólido fermentado obtido ao fim da fermentação. 

 

4.9.1.1 Método de hidrólise do palmitato de p-nitrofenila 

Este método espectrofotométrico foi utilizado durante o trabalho para 

determinar a atividade lipolítica do fermentado obtido ao final da fermentação foi 

inicialmente descrito por Winkler e Stukmann (1979). Baseia-se na hidrólise do 

palmitato de p-nitrofenila pela enzima, em meio aquoso contendo como surfactante o 

Triton X-100. A liberação do p-nitrofenol, de coloração amarela é seguida a 410 nm 

sendo a atividade lipolítica calculada em unidades por g (sólido fermentado após 

cultivo) (Figura 3) conforme a Equação 1. 

  (1) 
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sendo: C ang: coeficiente angular obtido da cinética de reação (absorbância x tempo 

em segundos); V: volume da reação; Ԑ: coeficiente de extinção molar do pNPP a pH 

8,0; m: massa do sólido fermentado (em g). 

 

A atividade é realizada utilizando solução A (3 mg mL-1 palmitato de p-

nitrofenila em 1 mL de isopropanol) com solução B (2 g de Triton X-100, 0,5 g de 

goma arábica em 450 mL de tampão fosfato 0,05 mol L-1 pH 8,0), na proporção 1:9. 

Desta solução, 0,9 mL são colocados em uma cubeta, estabilizada a temperatura a 

40°C sendo adicionado 0,1 mL de tampão (branco). Após a leitura do “branco” a ati-

vidade enzimática dos sólidos fermentados é realizada. A reação ocorre com contro-

le de temperatura (40 °C), sob agitação em ultrassom (Schuster L200) utilizando Er-

lenmeyers de 25 mL contendo 10 mL de meio reacional (1 mL da solução A com 9 

mL da solução B) e iniciada com a adição de 5 mg do sólido fermentado. A cinética 

das reações foi assistida em diferentes intervalos de tempo (1 a 5 min) transferindo-

se alíquotas de 1 mL para uma cubeta e simultânea leitura das absorbâncias (410 

nm), sendo as reações realizadas em triplicata para análise estatística. 

 

Figura 3- Representação esquemática da reação de hidrólise do palmitato de p-nitrofenila 
catalisada por lipase 
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Fonte: Camargo (2015) 



  26 

 

 

4.9.1.2 Método titulométrico 

O método titulométrico, proposto por Stuer et al. (1986) fundamenta-se na 

titulação dos ácidos graxos liberados pela ação da enzima sobre triglicerídeos 

(Figura 4) com solução de NaOH (0,05 mol L-1). Este método foi aplicado para dosar 

os ácidos graxos liberados na hidrólise do óleo de oliva, em meio aquoso, apenas 

para o meio com maior atividade lipolítica determinada pelo método do pNPP. 

 

A atividade lipolítica (A) foi calculada em unidades (U) por g do sólido fermen-

tado após cultivo (Equação 2).  

 (2) 

Sendo:  

Va: Volume gasto de solução de NaOH para as reações contendo enzima (mL);  

Vb: Volume gasto de solução de NaOH para o meio reacional sem enzima (branco) 

(mL); 

M: Concentração da solução de NaOH (0,05 mol L-1);  

E: Quantidade de sólido fermentado (g);  

t: Tempo de reação 30 (min). 

 

Figura 4 - Representação esquemática da reação de hidrólise pelo método titulométrico 

 

 
Fonte: Adaptado de Mendes et al. (2005) 

 

Adicionou-se 5 mL de meio reacional (9 g de óleo, 3,5 mL de triton-X100 e 37 

mL de tampão fosfato 0,05 mol.L-1, pH 8,0) em Erlenmeyer de 125 mL com 300 mg 

da enzima. Em seguida, os Erlenmeyer foram agitados em ultrassom (Schuster 

L200) por 30 minutos a 40 ºC. As reações foram interrompidas adicionando-se 16 
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mL da solução 1:1 (v/v) de acetona e etanol. Por fim, o meio reacional foi titulado 

com NaOH 0,05 mol L-1. Utilizando fenolftaleína como indicador. Uma unidade inter-

nacional de atividade (U) foi definida como a quantidade de enzima necessária para 

produzir 1μmol de ácidos graxos por minuto nas condições do ensaio. O ensaio foi 

realizado em triplicata. 

 

4.10 Análise estatística através do teste de Tukey 

A análise estatística foi empregada para verificar diferenças significativas 

entre amostras independentes após a etapa de obtenção do sólido fermentado para 

quantificação da atividade lipolítica e determinação da atividade. Para isso, utilizou-

se ANOVA (Análise de Variância) e o teste de Tukey a 95% de probabilidade (TUKEY, 

1953). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Fungos filamentosos podem estar mais adaptados aos processos de FES, 

particularmente para a produção de lipases. A bioconversão de substratos sólidos 

por estes microrganismos estaria relacionada ao desenvolvimento de hifas durante 

seu crescimento, boa tolerância ao baixo teor de umidade e condição de alta 

pressão osmótica (GEOFFRY; ACHUR, 2018; COLLA et al., 2016; RAIMBAULT, 

1998). Por isso, os resultados obtidos neste trabalho visam contribuir com 

informações relevantes relacionadas à produção de lipases de Penicillium 

corylophilum por fermentação no estado sólido (FES). 

 

5.1 Determinação da umidade com lâmpada infravermelha 

A fermentação em estado sólido (FES) consiste no crescimento de microrga-

nismos em materiais sólidos na ausência de água livre, entretanto, o substrato deve 

possuir umidade suficiente, presente na forma adsorvida na matriz sólida (SOCCOL; 

VANDENBERGHE, 2003).  

O teor de água nos processos de FES varia entre 50 e 80 %. No geral, fungos 

necessitam de baixo teor de água, cerca de 40-60% de umidade pode ser satisfató-

rio, contudo, a seleção do substrato depende de vários fatores, comumente relacio-

nados com o preço e a disponibilidade e assim sendo, pode envolver a triagem de 

diversos resíduos agroindustriais (SINGHANIA et al., 2009). 

Para estudar os diferentes meios de cultivo, optou-se por fixar o percentual de 

umidade em 55%, pois em estudos preliminares observou-se que havia atividade 

enzimática na referida condição (CAMARGO, 2015). Porém, como a quantidade de 

água presente nos substratos pode variar, a quantidade de água adicional para al-

cançar a umidade de 55% foi avaliada em analisador de umidade com lâmpada in-

fravermelha (Tabela 1). No processo de fermentação, o volume de água foi adequa-

do à quantidade de substrato utilizada (Tabela 2). 

 

 

 

 



  29 

 

Tabela 1- Determinação da quantidade de água necessária para os diferentes substratos 
utilizados na fermentação no estado sólido através do analisador de umidade com lâmpada 

infravermelha 

Substratos  Volume de água (mL) adicionada para umidade de 55%/g de Substrato 

FSG 2,4 

TM 2,8 

T 3,0 

Fonte: Autoria própria (2021) 
 

Tabela 2- Quantidades de água adicionadas para umidificar os substratos utilizados na 
fermentação no estado sólido para produção de lipases de Penicillium corylophilum 

Substrato Massa (g) Água (mL) Solução Esporos (mL) Óleo de Soja % (v/m) 

FSG 4 9,2 0,4 - 

TM 4 11,6 0,4 5 

T 4 10,8 0,4 5 

Fonte: Autoria própria (2021) 
 

Analisando a composição físico-química dos substratos a partir de dados da li-

teratura ou de informações do fabricante (Tabela 3), o farelo da semente de girassol 

(FSG) apresenta como vantagem alto conteúdo lipídico ou gorduras totais (superio-

res a 25%), tornando desnecessária a adição de indutores. Os substratos triguilho 

(T) e torta de milho (TM) possuem altos teores de proteínas (16 e 17 %) e fibras (16 

e 12%), mas baixos teores lipídicos (1 e 2 %).  

Indutores de lipase, como óleos vegetais, tributirina, Tween 20 e Tween 80, são 

reportados com frequência na literatura (KANCHANA et al., 2011), sendo adiciona-

dos aos substratos com baixos teores lipídicos. Por isso, para os meios contendo T 

e TM foram adicionados 5% (v/m) de óleo de soja. Entretanto estas condições não 

estão otimizadas e o tipo de óleo e a porcentagem podem ser avaliados futuramen-

te. Neste trabalho, o critério para a escolha do tipo de óleo foi o menor custo do óleo 

de soja em relação aos outros, como oliva, girassol ou milho. Em relação à porcen-

tagem de óleos vegetais, a literatura relata, em geral, a adição de 1 a 7% v/m de 

óleo ao meio de cultivo (Tabela 4). 
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Tabela 3- Composição físico-química dos substratos a partir de dados da literatura ou de 
informações do fabricante 

Substrato Gorduras 

totais (%) 

Carboidratos 

(%) 

Proteínas 

(%) 

Fibras 

(%) 

Fonte/Procedência 

FSG 34 

26 

47 

46 

10 

18 

ND 

28,5 

Camargo (2015)  

Fernandes (2007) 

T 1 56 16 16 Fabricante (Kinino) 

TM 0,40 a 1,20 48 11 5 Fabricante (Caramuru 

Alimentos) 

% (m/m); ND: não determinado 
Fonte: Autoria própria (2021) 

 

Tabela 4 - Fermentação no estado sólido para produção de lipases, análise de diferentes 
indutores 

Microrganismo Substrato Principais 

Resultados 

Lipídeo 

Indutor 

Fonte 

Aspergillus 

niger 

farelo de arroz 

e 

torta de semen-

te de Jathropa 

176 U mL-1,  

5 dias 

1% de 

óleo de 

azeite 

Putri et al. 

(2020) 

Aspergillus 

niger 

torta de dendê 

farelo de soja 

caroço de coco 

163,33 U g1 SS, 

para farelo de 

soja, 9 dias 

4% de 

óleo de 

oliva 

Prabaningtyas et 

al. (2018) 

Aspergillus 

niger 

farelo de arroz 

casca de arroz 

38,67 U g1 SS, 

para farelo de 

arroz, 5 dias 

2% de 

azeite de 

oliva 

Utami et al. 

(2017) 

 

Aspergillus 

niger 

casca de  

mandioca 

 

72,26 U g-1 SS, 7 

dias 

 

1% de 

gordura 

suína 

Kempka et al. 

(2017) 

 

Trichoderma 

sp. 

cacho de frutas 

vazio de dendê 

(OPEFB) 

0,39 U g -1 SS,  

5 dias 

3% de 

azeite de 

oliva 

Musa et al. 

(2017) 

U mL-1: unidade de atividade por mililitro de enzima; U g1 SS: unidade de atividade por grama de 
substrato seco. 

Fonte: Autoria própria (2021) 
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5.2 Fermentação no estado sólido utilizando diferentes substratos 

O estudo do tipo de substrato a ser empregado na FES é um dos parâmetros 

mais importantes a serem estudados na produção de enzimas, pois o material atua 

como suporte físico e como fonte de nutrientes para o crescimento do microrganis-

mo, em alguns casos. A seleção por materiais de baixo custo e em abundância pode 

reduzir o custo da produção. A utilização do uso de resíduos agroindustriais como 

substratos alternativos, uma adaptação aos processos por FES, permitiu reduzir mui-

to o custo de produção das lipases, além de auxiliar na diminuição da poluição am-

biental (GEOFFRY; ACHUR, 2018; CONTESINI et al., 2010).  

No presente estudo, os materiais empregados como meio de cultivo, farelo de 

semente de girassol, triguilho e torta de milho possuem baixo custo, (17,60/ kg gi-

rassol e 5,50/ kg trigo, valor disponibilizado pelo fabricante) sendo o menor valor pa-

ra a torta de milho, um material obtido do processamento após a extração do óleo de 

milho, é empregado como complemento na ração animal (R$ 1,50 reais/kg valor dis-

ponibilizado por Caramuru Alimentos). 

Em estudos anteriores, observou-se que a maior produção de lipase por Peni-

cillium corylophium estava entre o quinto e o sétimo dia (CAMARGO, 2015), por isso 

a fermentação, neste trabalho, foi realizada durante sete dias, sendo a atividade en-

zimática analisada em 120 h (5 dias), 144 (6 dias) e 168 h (7 dias).  Os meios antes 

e após a fermentação podem ser observados na Figura 5. Após a fermentação, ob-

serva-se o fermentado com a coloração típica do fungo, o que caracteriza seu de-

senvolvimento e crescimento sobre o substrato, porém para verificar se houve pro-

dução de lipases, o fermentado foi utilizado em reações de hidrólise do palmitato de 

p-nitrofenila (pNPP) (Figura 6).  

Observa-se que a maior atividade foi obtida com o triguilho (32,3  5,5 U g-1 S), 

em 168 h. Entretanto, de acordo com a análise estatística (Tukey), observa-se que o 

grupo amostral relativo ao cultivo com triguilho (T) seria diferente apenas do grupo 

amostral relativo ao cultivo contendo o próprio triguilho, mas em 144 h, com ativida-

de de 15,2  4,1 U g-1 S. Os demais grupos são estatisticamente iguais entre si 

quando comparados dois a dois. A falta de significância pode estar associada aos 

altos valores dos desvios para os cálculos das atividades, e neste caso pode ser 
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atribuída à característica do sólido fermentado, que poderia conter quantidades dis-

tintas da enzima nas réplicas realizadas.  

 

Figura 5 - Substratos para a produção de lipases de Penicillium corylophilum por fermentação 
no estado sólido. TM: torta de milho; T: triguilho; FSG: farelo de semente de girassol. À direita, 

os substratos antes do processo de fermentação e à esquerda, o fermentado após 6 dias de 
fermentação 

 
Fonte: Autoria própria (2021) 

 

TM 

T 

FSG 
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Figura 6 – Atividade lipolítica relativa aos sólidos fermentados obtidos do cultivo de 
Penicillium corylophilum utilizando diferentes substratos. Condições: 55% de umidade, 29°C. 
Condições de ensaio na dosagem da atividade em pNPP: 40 °C, tampão fosfato pH 8,0, 0,05 

mol L-1. a,b,c: letras acima nas colunas indicam diferenças significativas segundo o teste Tukey 
com 95% de confiança (p ≤ 0,05) 

 
Fonte: Autoria própria (2021) 

 

Em relação à produção de lipases utilizando meios de cultivo semelhantes, 

Camargo (2015) iniciou os estudos, utilizando o fungo P. corylophilum e o farelo de 

semente de girassol como substrato, alcançando a atividade lipásica de 0,6 U g-1SS 

através do método pNPP.  A dosagem foi realizada por extração da enzima e ex-

pressa em unidades enzimáticas por grama do substrato seco (Tabela 5). No pre-

sente trabalho, o método foi adaptado, realizando a dosagem diretamente com o 

sólido fermentado e por isso a atividade foi expressa em unidades enzimáticas por 

grama do sólido fermentado (U g-1S).  

Em se tratando de processos fermentativos utilizando resíduos industriais, Coe-

lho et al. (2018) avaliou a produção de lipase por fermentação em estado sólido por 

intermédio do microrganismo A. niger usando o farelo de trigo como substrato e 

constatando pelo método titulométrico a atividade de 107,68 U g-1 SS, com uso de 

óleo de coco como indutor.  Já Fernandes et al. (2017) empregou o microrganismo 

B. cepacia tendo como substrato o farelo de milho, obtendo atividade de 108 U g-1 

SS pelo método pNPP. O outro trabalho de Fernandes (2017), usando o mesmo mi-

crorganismo e método, analisou a produção de lipases em diferentes substratos, 
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sendo que o farelo de semente de girassol evidenciou maior atividade lipolítica (240 

U g-1 SS), sem adição de óleo como indutor; seguido do farelo de casca de trigo 

(227,5 U g-1 SS), adicionando óleo de oliva como indutor e a menor atividade foi com 

a torta de milho (110 U g-1 SS), tendo óleo de milho como indutor (Tabela 5). 

 

Tabela 5 - Citações sobre produção de lipases por FES 

Microrganismo Condições de cultivo Atividade  
/método 

Ref 

Penicillium  
corylophilum 

Triguilho; 55% de ω; 29 ºC; 168 h; 
com óleo de soja como indutor. 

32,3*  
(pNPP) 

Este 
trabalho 

 
Aspergillus 

niger 

Farelo de trigo; 110 mL/100g de meio 
de solução de HCl 0,1 mol/L e 0,8% 

como fonte de nitrogênio 
(NH4)2SO4,49,13% de ω; 32ºC; 48 h; 

com óleo de coco como indutor. 

107,68** (Titu-
lométrico) 

 

Coelho  
et al., 2018 

Penicillium 
corylophilum 

Farelo de semente de girassol; 55% 
de ω; 29 ºC; 144 h. 

0,6** (pNPP) Camargo, 
2015 

Burkholderia 
cepacia 

Farelo de milho; 55% de ω; 37ºC; 72 
h; com óleo de milho como indutor. 

108  
(pNPP) 

 

Fernandes 
et al., 2007 

Burkholderia 
cepacia 

Farelo de semente de girassol; 55% 
de ω; 29ºC; 72 h. 

240**  
(pNPP) 

 

Fernandes, 
2007 

Burkholderia 
cepacia 

Torta de milho; 55% de ω; 29ºC; 72 h; 
com óleo de milho como indutor. 

110**  
(pNPP) 

 

Fernandes, 
2007 

Burkholderia 
cepacia 

Farelo de casca de trigo; 55% de ω; 
29ºC; 72 h, com óleo de oliva como 

indutor. 

227,5**  
(pNPP) 

 

Fernandes, 
2007 

*U g-1: unidades de atividade por grama do sólido fermentado, **U g-1 SS: unidades de atividade por 
grama do sólido seco; ω: teor de umidade 

Fonte: Autoria própria (2021) 
 

Considerando as diferenças em termos de condições, quando se analisou o 

sólido fermentado contendo as lipases de P. corylophilum, houve boa produção en-

zimática. Como o processo de fermentação não está completamente otimizado, os 

resultados podem ser ainda melhorados. 
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5.3 Efeito das soluções umidificadoras 

O efeito da solução umidificadora para a produção de lipase por FES utilizando 

diferentes substratos demonstrou que a atividade enzimática é maior nos três meios 

quando utilizado água como solução para umidificar os substratos, em relação ao 

tampão fosfato (pH 7, 0,05 mol L-1), tornando o processo mais viável em termos de 

custo (Tabela 6). 

 

Tabela 6 - Efeito das soluções umidificadoras sobre a produção das lipases de Penicillium 

corylphilum for fermentação no estado sólido. Condições: 55% de umidade; 144 h, 29 C. 
Condições de ensaio na dosagem da atividade em pNPP: 40 °C, tampão fosfato pH 8,0, 0,05 

mol L-1 

                         Atividade (U g-1 S) 
 FSG TM T 

Água 28,2  3,8 17,5  3,7 15,2  4,1 
Tampão pH 7 
0,05 mol L-1 

20  4,5 
 

11,4  0,9 12,9  1,3 

Fonte: Autoria própria (2021) 
 

5.4 Efeito da liofilização dos sólidos fermentados  

O processo de liofilização foi acompanhado com o sólido fermentado obtido 

após 6 dias de fermentação. Os resultados mostram que a atividade residual foi de 

83,24% para FSG, 40% para TM e 37,53% para T (Tabela 7).   

Quando as enzimas estão em condições distante da ótima, podem acontecer 

mudanças em sua estrutura, acarretando a desnaturação enzimática e 

consequentemente na perda de atividade catalítica. Mena et al. (2015) cita em seu 

trabalho um decréscimo da atividade enzimática após liofilização, possivelmente 

ocasionada pela desnaturação da enzima. Em sua pesquisa sobre proteínas, Junior; 

Parra e Pitombo (2006) relatam que problemas relacionados com o congelamento e 

a desidratação induzidos pela liofilização podem levar a instabilidade proteica, 

salientando que um parâmetro importante a ser definido é a taxa de congelamento. 
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Tabela 7 - Efeito da liofilização na atividade dos sólidos fermentados obtidos em 144 h de 
cultivo de Penicillium corylophilum utilizando água como solução umidificadora (55% de 

umidade). Condições de ensaio na dosagem da atividade em pNPP: 40 °C, tampão fosfato pH 
8,0, 0,05 mol L-1 

  Meios 

FSG TM T 

Antes da liofilização 

Massa inicial (g)  2,0011 2,0045 2,0002 

Atividade inicial (U g-1S) 28,2  3,8 17,5  3,7 15,2  4,1 

Atividade total inicial (U) 56,43 35,08 30,40 

 Após a liofilização 

Massa final (g) 0,9103 0,623  0,3566 

Atividade final (U g-1S) 51,6 22,8 32 

Atividade total final (U) 46,97 14,2 11,41 

Perda de água (%)     54,5 68,9 82,2 

Atividade residual (%)     83,24 40 37,53 

Fonte: Autoria própria (2021) 

 

5.5 Análise do custo-benefício para fermentação no estado sólido em 
diferentes meios de cultivo 

Para avaliar o custo-benefício para a produção de lipases por Penicilllium 

corylopholum nos diferentes meios de cultivo, avaliou-se o pré-cultivo, que inclui a 

preparação do BDA (BDA e água); cultivo, incluindo o substrato, água e óleo (para 

milho e trigo) e a energia gasta durante a utilização da autoclave e estufa.  

É válido ressaltar que em nenhum dos três dias foi ultrapassado os 30 kWh 

(consumo definido para padrão monofásico, conforme Resolução Normativa 414 de 

2010 da ANEEL- Agência Nacional de Energia Elétrica), é cobrado apenas a taxa 

mínima, ou seja, não há diferença de valores de energia para 5, 6 ou 7 dias. Porém, 

deve-se levar em conta o desgaste de equipamentos e uso de mão de obra.  

Para avaliar o custo-benefício, considerou-se a maior atividade para cada subs-

trato em relação à variação do tempo (5, 6 e 7 dias) (Tabela 8). Os valores em reais 

para a produção das lipases por FES foram muito próximos para os três tipos de 

substratos, apesar da TM e T apresentarem menor custo por quilo em relação ao 

FSG. Isso se deve ao fato dos cultivos com TM e T haver a necessidade de adição 

de óleo e água em maior quantidade, quando comparado ao cultivo com FSG, sendo 
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estes dois itens os responsáveis pelo aumento do custo final da produção quando se 

utilizou TM e T como substratos.    

 

Tabela 8 - Valores em reais para a produção de lipases de Penicillium corylophilum em 
diferentes meios de cultivo em fermentação no estado sólido 

Substrato Atividade U g-1S Valores em reais (R$)/ 100 g do substrato seco 

FSG (144 h) 28,2  3,8 75,41 

TM (168 h) 21,5  5,4 73,99 

T (168 h) 32,3  5,5 74,49 

Fonte: Autoria própria (2021) 
 

  De acordo com a análise estatística para a produção de lipases (Figura 6), 

não houve diferença significativa para a atividade entre os três meios, sendo assim,  

o sólido fermentado utilizando TM (menor custo) seguido de T, em 168 h seriam 

adequados para serem empregados em processos em que não há a necessidade de 

controle de água no fermentado, como por exemplo, reações de hidrólise, seria uma 

alternativa viável já que o FSG (144 h) mesmo apresentando uma atividade próxima, 

apresenta custo mais elevado.  Ainda assim, levando em consideração o tempo, a 

fermentação utilizando FSG (144 h) é preferível, visto que reduz a laboração em um 

dia.  

No caso de aplicabilidade que exige a necessidade de controle de água, co-

mo reações de esterificação e transesterificação, faz-se necessário o procedimento 

de liofilização e assim o fermentado obtido a partir do FSG seria a melhor opção, já 

que dentre os três foi o que perdeu menor atividade (20%) após secagem. 

 A atividade do sólido fermentado para o meio sem a necessidade de liofiliza-

ção (Triguilho, 168 h) foi analisada também pelo método titulométrico, utilizando co-

mo substrato o óleo de oliva. O objetivo deste ensaio foi confirmar a presença de 

lipases consideradas “verdadeiras” (Lima, 2004) no sólido fermentado, pois a ativi-

dade foi inicialmente realizada com um substrato não-natural para lipases (pNPP), o 

que poderia caracterizar a presença de hidrolases, mas não necessariamente lipa-

ses. A atividade lipolítica utilizando o óleo de oliva foi de 97  11,9 U g-1 S, confir-

mando a presença de lipases verdadeiras. 
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6 CONCLUSÃO 

●  Foi possível produzir lipases de Penicillium corylophilum por fermentação no 

estado sólido utilizando meios de baixo custo; 

● O triguilho apresentou atividade de 32,3  5,5 U g-1S em 168 horas de cultura, 

representando a maior produção de lipases, porém a análise estatística indica 

que não há diferenças significativas em termos de produção para os três mei-

os; 

● No processo de liofilização, o sólido fermentado obtido a partir do farelo da 

semente de girassol (144 h) apresentou os melhores resultados em termos da 

atividade residual (83,24%). Já o fermentado obtido a partir do triguilho (168 

h) teve maior desnaturação enzimática, com atividade residual de 37%; 

● Em relação ao custo-benefício é preciso avaliar necessidade ou não da liofili-

zação;  

● Novos estudos utilizando misturas de substratos em proporções distintas se-

rão realizados com a finalidade de diminuir custos e aumentar a produção. 
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