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APRESENTAÇÃO

Atualmente, notamos grande necessidade do desenvolvimento das ciências, 
bem como o aprimoramento dos conhecimentos já adquiridos pela sociedade. Sabe-
se também que as ciências tecnológicas, exatas e da terra cumprem um papel 
importantíssimo na construção de saberes ligados a humanidade. Tais saberes só 
se tornam possíveis por meio de autores responsáveis por desenvolver pesquisas 
científicas nas mais diversas áreas do conhecimento. 

Permeados de tecnologia este e-book contempla estudos na área da ciência 
tecnológicas, exatas e da terra, mostrando a aplicabilidade destas ciências em 
variados temas cotidianos. Temas ligados a Medicina, saúde, agricultura e ensino, 
são abordados nos capítulos desta obra, entre outros temas relacionados à produção 
científico-metodológica nas ciências.

Para o leitor, esta obra intitulada “Ciências tecnológicas, exatas e da terra e 
seu alto grau de aplicabilidade” tem muito a contribuir com estas áreas, já que cada 
capítulo aponta para o desenvolvimento, e aprimoramento de pesquisas científicas 
envolvendo temas diversos, mostrando-se não somente uma base teórica, mas 
também a aplicação prática de vários estudos.

Boa leitura!

Felipe Antonio Machado Fagundes Gonçalves 
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RESUMO: O aproveitamento de resíduos 

agroindustriais através das mais diferentes 
tecnologias é uma forma de reduzir os 
impactos ambientais e agregar valor a este 
tipo de produto, amplamente produzidos no 
Brasil. Uma alternativa bastante estudada é 
a aplicação desses resíduos como substratos 
para produção de enzimas por fermentação em 
estado sólido. O objetivo deste estudo foi avaliar 
a produção de lipase de Geotrichum candidum 
por fermentação semi-sólida em torta de milho 
(subproduto do processamento do milho) 
suplementada com NH4Cl e óleo de milho. A 
melhor condição para obtenção da enzima 
foi com 60 g de torta de milho suplementada 
com NH4Cl, óleo de milho e água, para atingir 
5% m/m de nitrogênio, 15 % m/m de lipídeos 
e 40 % m/m de umidade, que resultou em 
29,4 U lipase/g substrato seco após 48 horas 
de fermentação a temperatura de 35°C. Este 
resultado é semelhante aos dados de produção 
de lipase relatados na literatura para o mesmo 
fungo utilizando outros substratos e é bastante 
relevante, uma vez que não há estudos 
relatando a produção de lipase de Geotrichum 
candidum por fermentação semi-sólida.
PALAVRAS-CHAVE: lipase, fermentação 
semi-sólida, torta de milho, óleo de milho

SEMI - SOLID FERMENTATION FOR 
LIPASE PRODUCTION BY GEOTRICHUM 
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CANDIDUM USING CORN BRAN

ABSTRACT:  The use of agro-industrial waste through different technologies is a 
way to reduce environmental impacts and add value to this type of product, largely 
produced in Brazil. A widely studied alternative is the application of these wastes as 
substrates for enzyme production by solid-state fermentation. The aim of this study was 
to evaluate the production of Geotrichum candidum lipase by semi-solid fermentation in 
corn bran (corn byproduct) supplemented with NH4Cl and corn oil. The best condition 
for obtaining the enzyme was 60 g of corn bran supplemented with NH4Cl, corn oil and 
water, to reach 5% w/w nitrogen, 15% w/w lipids and 40% w/w humidity, which resulted 
in 29.4 U lipase/g of dry substrate after 48 hours of fermentation at 35°C. This result 
is similar to the lipase production data reported in the literature for the same fungus 
using other substrates, and it is quite relevant once there are not studies reporting the 
production of Geotrichum candidum lipase by semi-solid fermentation.
KEYWORDS: lipase, semi-solid fermentation, corn bran, corn oil.

1 | 	INTRODUÇÃO

Lipases (triacilglicerol acil-hidrolases EC 3.1.1.3) são enzimas de grande 
interesse industrial e tem sido amplamente investigada devido a sua capacidade de 
realizar hidrólise reversível de triacilgliceróis e de catalisar reações de esterificação, 
transesterificação e interesterificação em interfaces óleo/água. Do ponto de vista 
econômico e industrial, fungos e leveduras são as fontes produtoras de lipases 
mais utilizadas industrialmente devido à facilidade de produção e de recuperação 
das enzimas a partir do meio fermentado, uma vez que normalmente são enzimas 
extracelulares (ARAÚJO, 2009; BAADHE et al., 2014; FERNANDES, 2007; 
MALDONADO et al., 2016; SALIHU et al., 2015; STERGIOU et al., 2013; TREICHEL 
et al., 2010; ZHANG et al., 2014). Além disso, destaca-se que as lipases produzidas 
por microrgaismos apresentam propriedades versáteis, atividade em ampla faixa 
de pH, estabilidade em temperaturas relativamente altas, facilidade de produção 
em massa (JÚNIOR et al., 2016). Como exemplo, a produção de lipases pelo 
fungo Geotrichum candidum tem sido investigada e tem-se apresentado como um 
bioprocesso de grande potencial (ASSES et al., 2009; BRABCOVÁ et al., 2013; 
BURKET et al., 2004 and 2005; MALDONADO et al., 2012A, 2012B, 2014A, 2014B, 
2015). 

BRABCOVÁ et al. (2013) estudaram 3 diferentes tipos de lipases purificadas 
produzidas a partir de Geotrichum candidum e verificaram que todas apresentaram 
propriedades catalíticas para serem usadas no âmbito biotecnológico. A lipase 
produzida por G. candidum foi reconhecida pela sua especificidade para ácidos 
graxos insaturados com ligação dupla na posição cis-9, como ácidos oleico e linoléico, 
o que levou sua investigação para aplicações industriais como produção de produtos 
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químicos especiais a partir de gorduras e óleos (MAZZEU et al., 2015). 
O cultivo de microrganismos e a produção de suas enzimas de interesse 

pode ser conduzido de três formas: fermentação submersa em meio líquido (FSm), 
fermentação em estado sólido (FES) ou fermentação em estado semi-sólido 
(FSS). A diferença entre FES e FSS é relativa à quantidade de água livre presente. 
Enquanto na FES os microrganismos crescem em um suporte sólido sem água de 
fluxo livre, na FSS, o teor de água livre é aumentado para promover uma melhor 
distribuição de substratos (GERVAIS & MOLIN, 2003; PANDEY et al, 2000). No 
processo de fermentação submersa, para produção eficiente de lipases é necessário 
ter disponibilidade de fontes de carbono, nitrogênio e vitaminas para o metabolismo 
dos microrganismos (JÚNIOR et al., 2016).

A fermentação em meio sólido pode apresentar alguns grandes desafios com 
relação a homogeneidade dos substratos, limitações nos processos de transferência 
de massa e dificuldades operacionais em geral. Entretanto, a possibilidade de 
aplicação de diversos materiais como subprodutos agroindustriais de baixo custo 
torna este tipo de tecnologia muito interessante. O aumento do conteúdo de água 
livre no meio de fermentação também é um fator que pode reduzir possíveis 
inconvenientes do processo.

As técnicas de FES e FSS vêm sendo amplamente empregadas nos mais 
variados processos de obtenção de enzimas microbianas como hidrolases (CASTRO 
et al., 2015), tanases (NI et al., 2015), peroxidases de manganês (LI et al., 2014), 
proteases (ABRAHAM et al., 2014), etc. A produção de diversas lipases por 
tecnologias semelhantes também tem sido aplicada com os mais variados substratos 
sólidos como produtos do processamento de suco de laranja (OKINO-DELGADO & 
FLEURY, 2007), sementes de Leucaena leucocephala (SINGH et al., 2014), farelo 
de cacau (AMORIM et al., 2013), farelo de soja, farelo de arroz e bagaço de cana 
(FERRAZ et al., 2012; RIGO et al., 2010), resíduo de mamona (GODOY et al., 2009), 
bolo de óleo de babaçu (GUTARRA et al., 2009; GOMBERT et al., 1999), resíduo de 
melão  (ALKAN et al., 2007), farinha de amêndoa (IDREES & RAJOKA et al., 2002) 
dentre vários outros substratos. 

Microrganismos do gênero Geotrichum  também vem sendo aplicados em 
diferentes processos de fermentação semi-sólida, tais como: detoxificação (SUN et 
al., 2008), aumento de valor nutricional (ZHANG et al., 2006), produção de enzimas 
como inulinase e poligalacturonase ( CANIL & KURBANOGLU, 2012; lIIKOVÁ et al, 
2012), produção de etanol (WANG & LIU, 2009), crescimento celular (ALDARF et al., 
2004 e 2005), bioconversão de lipídeos (KHORAMMIA et al., 2014), dentre outros. 
Entretanto não foram encontrados relatos na literatura até o momento da aplicação 
da FES com Geotrichum candidum para produção de lipases. 

Diante das diversas aplicações em fermentação semi-sólida citadas tanto para 
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lipases como para cultivo de Geotrichum, o presente estudo teve como objetivo 
avaliar as condições para produção de lipase por fermentação semi-sólida (FSS) 
por Geotrichum candidum NRRLY-552 utilizando torta de milho, um subproduto do 
processamento do milho.  

2 | 	MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1	Inóculo 

Geotrichum candidum NRRLY-552 foi cultivado em meio Yeast Malt Agar [0,3% 
m/v de extrato de levedura; 0,3% m/v de extrato de malte; 0,5% m/v de peptona; 1,0% 
m/v de glicose e 3% m/v de ágar] por 72 horas a 30°C. Após este período, uma área 
circular (ɸ = 1 cm) do meio sólido contendo esporos do microrganismo foi recortada 
com auxílio de um tubo de ensaio estéril e transferida para um recipiente contendo 
água estéril para preparar uma suspensão de esporos (Maldonado et al., 2014A and 
2014B). A quantidade de água adicionada variou em cada experimento de acordo 
com a umidade final fixada para cada condição. Esta suspensão foi utilizada como 
inóculo sobre o substrato sólido (torta de milho). 

2.2	Fermentação Semi-Sólida

O substrato empregado para o cultivo de G. candidum e a produção de lipase 
foi a torta de milho [18,2% (m/m) de proteína, 8,4% (m/m) de óleo e 10% (m/m) de 
umidade], um subproduto sólido obtido da extração da torta de germe do milho, 
substrato este gentilmente doado por uma empresa de processamento de milho da 
região de Mogi Guaçu, São Paulo, Brasil.

Na primeira etapa do estudo foram empregados Erlenmeyers de 400 mL com 
quantidade total de substrato sólido de 60 g de torta de milho suplementada com 
NH4Cl, óleo de milho e água destilada de forma que as concentrações do meio 
atingissem 5% (m/m) de nitrogênio total, 12,5% (m/m) de óleo de milho e 30% (m/m) 
de umidade (em base seca). Após a inoculação, os frascos foram mantidos em estufa 
a 35°C, sem agitação, por 48 horas e foram coletadas amostras de 2 g do material 
fermentado em 24 e 48 horas para determinação da atividade lipolítica. 

Com base nos resultados apresentados na primeira etapa, foi realizado um 
delineamento fatorial fracionário 24-1 para avaliar as variáveis independentes: 
concentrações de nitrogênio total (4-6% m/m), de óleo de milho (10-15% m/m), 
de umidade (20-40% m/m) e quantidade de substrato sólido (20-60 g). Todas as 
concentrações foram calculadas como sendo a quantidade em massa do nutriente 
pela quantidade em massa do substrato seco (% m/m). As condições de cada ensaio 
realizado encontram-se na Tabela 2. Para atingir as concentrações indicadas no 
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delineamento, a torta de milho foi suplementada com quantidades suficientes de 
NH4Cl, óleo de milho e água. As fermentações foram realizadas em Erlenmeyers de 
400 mL acondicionados em estufa a 35°C sem agitação. Foram coletadas amostras 
de 2 g do fermentado nos tempos de 24, 48 e 72 horas para determinação da 
atividade de lipase. 

Na terceira etapa, foram realizados novos experimentos variando-se apenas 
a concentração de nitrogênio total no meio em 6, 8 e 10% (m/m) com as demais 
variáveis fixas em 15% m/m de óleo, 40% m/m de umidade e 60 g de substrato. 
Estas fermentações foram realizadas em triplicata em Erlenmeyers de 400 mL 
acondicionados em estufa a 35°C, sem agitação, e foram coletadas amostras de 2 
g do material fermentado nos tempos de 24, 48 e 72 horas para determinação da 
atividade de lipase. 

2.3	Determinação da atividade de lipase

As amostras de material fermentado (2 g) foram misturadas e homogeneizadas 
com 10 mL de água destilada e este material foi utilizado para determinação da 
atividade de lipase, realizada por método titulométrico. Para isto, preparou-se uma 
emulsão composta por goma arábica (7% m/v) e óleo de oliva, na proporção de 
75:25% (v/v), respectivamente. A mistura foi homogeneizada utilizando um mixer por 
3 minutos. Em seguida, 5 mL da emulsão foram misturados com 2 mL de solução 
tampão fosfato 0,1 mol/L (pH = 7,0) e adicionou-se 1 g da amostra preparada conforme 
descrito anteriormente. O sistema de reação foi incubado a 40°C por 30 minutos 
em banho termostatizado com agitação de 200 rpm. Após este período a reação 
enzimática foi paralisada pela adição de 10 mL de uma solução de acetona:etanol 
(1:1 v/v) e os ácidos graxos liberados foram titulados utilizado-se solução de NaOH 
0,05 mol/L e fenolftaleína como indicador. Realizou-se uma determinação em branco 
e a concentração de ácidos graxos liberados pela enzima foi determinada através de 
uma curva padrão de ácido oléico. O valor da atividade enzimática foi expresso em 
U/g de substrato seco, sendo que uma unidade (U) é definida como a quantidade de 
enzima que libera 1 µmol de ácido graxo por minuto de reação (Macedo & Pastore, 
1997, Maldonado et al., 2012A and 2014A).  

2.4	Análise estatística dos resultados

Para o delineamento fatorial fracionário 24-1 os resultados obtidos foram 
analisados através dos efeitos principais das variáveis estudadas. Nos experimentos 
univariáveis os dados foram analisados por análise de variância e através do teste de 
média de Tukey com nível de confiança de 95% (p<0,05) com o auxílio do programa 
Statistica 8.0 - StatSoft®. 
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3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os resultados obtidos no primeiro experimento para produção de lipase por 
Geotrichum candidum NRRLY-552 usando fermentação semi-sólida em torta de milho 
estão apresentados na Tabela 1. A partir destes resultados, foi possível verifi car que 
G. candidum foi capaz de produzir lipase utilizando torta de milho suplementada 
como substrato dentro das condições analisadas. 

Tabela 1 – Produção de lipase em fermentação semi-sólida (FSS) por Geotrichum candidum 
com 60 g de torta de milho suplementada até uma composição fi nal (m / m) de: 5% de 

nitrogênio, 12,5% de óleo de milho e 30% de umidade. Os experimentos foram realizados a 35° 
C sem agitação.

*1 µmol de ácido graxo livre liberado por minuto por grama de peso seco do substrato

Uma vez confi rmada a capacidade de produção de lipase em torta de milho, 
foi realizado um delineamento fatorial fracionário (24-1) para avaliar as variáveis 
independentes: concentração de nitrogênio total, concentração de óleo de milho, 
umidade e quantidade de substrato sendo a atividade lipolítica a variável resposta 
analisada, a matriz do planejamento e os resultados obtidos estão apresentados na 
Tabela 2. A partir dos dados obtidos foi possível calcular o efeito de cada uma das 
variáveis sobre a produção de lipase. A Tabela 3 apresenta os efeitos calculados 
para os tempos de 24 e 48h, em que foram observadas maiores atividades lipolíticas.

Tabela 2 - Delineamento Fatorial Fracionário 24-1 para produção de lipase por fermentação semi-
sólida (FSS) por Geotrichum candidum, com a composição (% m/m) de nitrogênio total, óleo 
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de milho, umidade e torta de milho (como substrato sólido) as quatro variáveis   independentes 
estudadas e a atividade da lipase a variável resposta analisada. Os experimentos foram 

realizados a 35° C sem agitação.
*1 µmol de ácido graxo livre liberado por minuto por grama de peso seco do substrato

Tabela 3 – Análise do efeito da composição do meio na atividade da lipase após 24 e 48 h de 
fermentação a partir do Delineamento Fatorial Fracionário 24-1 com Geotrichum candidum na 

fermentação semi-sólida em torta de milho como substrato sólido.
1 µmol de ácido graxo livre liberado por minuto por grama de peso seco do substrato

aValores estatisticamente signifi cativos para p ≤ 0,05.

A análise dos efeitos (Tabela 3) mostrou que, em média, a produção de lipase 
foi maior no tempo de 24 horas do que em 48 horas. Após 24 horas de fermentação 
apenas a concentração de nitrogênio apresentou um efeito positivo e estatisticamente 
signifi cativo (p < 0.05) de 7.84 U/g. Já para o tempo de 48 horas de fermentação, além 
da concentração de nitrogênio, também a concentração de óleo de milho apresentou 
um efeito positivo e estatisticamente signifi cativo (p = 0.03) de 6.82 U/g.

De posse destes resultados, foram estabelecidas novas condições para a 
produção de lipase por Geotrichum candidum utilizando a torta de milho suplementada 
como substrato. Foram avaliadas as concentrações de 6, 8 e 10% (m/m) para o 
nitrogênio total tendo em vista seu efeito positivo e signifi cativo nos dois tempos de 
fermentação analisados. O óleo de milho teve sua composição fi xa no nível +1 (15 % 
m/m) devido ao seu efeito signifi cativo em 48 h; já a umidade e a quantidade de torta 
de milho foram fi xadas nas condições que resultaram no maior valor de atividade 
lipolítica (ensaio 8): 40% (m/m) de umidade e 60 g de torta de milho. Os resultados 
obtidos nesta etapa de estudo univariável estão apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 – Infl uência da concentração total de nitrogênio (% m/m) na produção de lipase por 
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Geotrichum candidum em fermentação semi-sólida (FSS) com torta de milho como substrato 
sólido. Os experimentos foram realizados em triplicata, a 35° C sem agitação e com as 

composições fi xas (% m/m) de 15% de óleo de milho e 40% de umidade.
*1 µmol de ácido graxo livre liberado por minuto por grama de peso seco do substrato

De acordo com a Tabela 4, verifi cou-se que as maiores produções de lipase 
ocorreram depois de 48 horas de fermentação, fato este que está de acordo com o 
que foi observado na melhor condição do delineamento fracionário (ensaio 8, Tabela 
2). Sendo assim, para comparar as três condições avaliadas foi feita a análise de 
variância (ANOVA) para produção de lipase no tempo de 48 horas de fermentação 
conforme apresentado na Tabela 5.  

Tabela 5 – Análise de variância (ANOVA) para a produção de lipase por Geotrichum candidum 
em fermentação semi-sólida (SSF) com torta de milho.

*Valor estatisticamente signifi cativo a p ≤ 0,05

A análise de variância (Tabela 5) demonstrou que existe diferença signifi cativa 
(p < 0,01) entre as três concentrações de nitrogênio avaliadas (6, 8 e 10 %) e que 
não há diferença signifi cativa entre as replicatas realizadas em cada condição (p = 
0,93). A partir disso foi feito um teste de média de Tukey para determinar a menor 
diferença signifi cativa (MDS) com p <0,05. O resultado obtido foi MDS = 10,02, o que 
indica que as condições 6% e 8% são estatisticamente iguais (diferença de média = 
1,4) e a condição 10% é estatisticamente diferente tanto da condição 6% (diferença 
de média = 17) quanto da condição 8% (diferença de média = 18,4). 

Dessa forma, a melhor condição para produção de lipase de Geotrichum 
candidum por fermentação semi-sólida utilizando torta de milho suplementada foi de 
10% (m/m) de nitrogênio total, 15% (m/m) de óleo de milho, 40% (m/m) de umidade 
e 60 g de torta de milho como substrato, que levou a uma produção de 29,4 U/g 
de substrato seco após 48 horas de fermentação a 35°C sem agitação, dentro das 
condições avaliadas. 

Comparativamente, a produção de lipase obtida por Geotrichum candidum
em fermentação semi-sólida usando torta de milho foi menor do que a obtida com 
Penicillium simplicissimum usando torta de babaçu (90 U/g), com Penicillium sp. 
utilizando farelo de soja (140 U/g) e com Aspergillus niger utilizando borra de milho 
(329 U/g) (Gutarra et al., 2009; Rigo et al., 2010). Entretanto, os resultados obtidos 
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são comparáveis aos obtidos com Penicillium simplicissimun utilizando resíduo de 
mamona (44,8 U/g), Penicillium restrictum utilizando resíduo de babaçu (30,3 U/g) e 
maior do que com Aspergillus niger utilizando farelo de cacau (11,67 U/g) (GODOY 
et al., 2009; GOMBERT et al., 1999; AMORIM et al., 2013). 

Em relação aos substratos utilizados, FERNANDES (2007) verificou um aumento 
na produção de lipase utilizando a torta de milho suplementada com óleo de milho 
por Burkholderia cepacia com o aumento da concentração de óleo de milho de 0 
para 5% na fermentação semi-sólida com 55% de umidade e temperatura de 29°C. 
Em outro trabalho, DAMASO et al. (2008) obtiveram uma produção de 62,7 U/g de 
lipase de Aspergillus niger utilizando borra de milho como indutor em fermentação 
em estado sólido.

A respeito do microrganismo utilizado, não foram encontrados na literatura relatos 
da utilização do Geotrichum candidum para produção de lipase por fermentação 
semi-sólida. No entanto, os resultados obtidos nesse estudo foram superiores ou 
similares aos valores encontrados para produção da lipase de Geotrichum candidum 
em fermentação submersa, que de acordo com a literatura consultada variaram entre 
11 e 31 U/mL (JÚNIOR et al. 2016; RIBEIRO & MALDONADO, 2014; MALDONADO 
et al., 2015, 2014A e 2014 B; MALDONADO et al., 2012A e 2012B; ASSES et al., 
2009; BURKERT et al., 2005).

 

4 | 	CONCLUSÃO

O estudo trouxe como novidade a aplicação da fermentação semi-sólida na 
produção de lipase por Geotrichum candidum, ainda não relatada na literatura. A 
produção de lipases por Geotrichum candidum utilizando torta de milho suplementada 
como substrato mostrou ser um processo viável do ponto de vista da obtenção da 
enzima. A melhor condição para produção da enzima foi obtida utilizando-se 60 g 
de torta de milho suplementada com NH4Cl, óleo de milho e água para atingir as 
concentrações de 10% m/m de nitrogênio, 15% m/m de lipídeos e 40% m/m de 
umidade que levou a produção de 29,4 U/g de lipase após 48 horas de fermentação 
a 35°C. A produção de lipase obtida foi comparável aos dados citados na literatura 
tanto para produção de lipase utilizando Geotrichum candidum quanto para processos 
de produção de lipase por FSS.  
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