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A engenharia de materiais e os conceitos ambientais, vem cada vez mais 
ganhando espaço nos estudos das grandes empresas e de pesquisadores. Esse 
aumento no interesse se dá principalmente pela escassez de matérias primas, a 
necessidade de novos materiais que possuam melhores características físicas e 
químicas e a necessidade de reaproveitamento dos resíduos em geral. Assim em 
um cenário cada vez mais competitivo, desenvolver novas maneiras de melhoria nos 
processos industriais, bem como para o próprio dia a dia da população é uma das 
buscas constantes das áreas de engenharia.

Nesse livro conceitos voltados a engenharia do meio ambiente, apresentando 
processos de recuperação e aproveitamento de resíduos e uma melhor aplicação 
dos recursos disponíveis no ambiente, além do panorama sobre novos métodos de 
obtenção limpa da energia.

Ainda traz assuntos voltados ao desenvolvimento de materiais, buscando 
melhorias no processo e no produto final, sendo uma busca constante a redução e 
reutilização dos resíduos. 

De abordagem objetiva, a obra se mostra de grande relevância para 
graduandos, alunos de pós-graduação, docentes e profissionais, apresentando 
temáticas e metodologias diversificadas, em situações reais.

Aos autores, agradecemos pela con iança e espirito de parceria. 
Boa leitura!

Henrique Ajuz Holzmann
João Dallamuta
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RESUMO: O interesse na produção de lipases 
está relacionado ao seu potencial tecnológico 
como biocatalisador em reações de hidrólise e 
síntese como esterificação, transesterificação 
(interesterificação, alcóolises e acidólises), 
bem como aminólise (síntese de amidas) e 
lactonização, em meios aquo-restritos, quando a 
quantidade de água do sistema é suficientemente 
baixa para deslocar o equilíbrio no sentido da 
síntese. A Fermentação no Estado Sólido (FES) 
surge como uma alternativa para redução de 
custos de produção do biocatalizador, pois 
é possível utilizar resíduos agroindustriais 
como substratos. O objetivo deste trabalho 
foi estudar a produção de lipase fúngica de 
Penicillium sumatrense por FES, utilizando como 
substrato a semente de Baru (Dipterix alata). O 
microrganismo utilizado, Penicillium sumatrense, 
foi isolado das folhas de mamona (Ricinus 
communis L.) e identificado por sequenciamento 
de DNA ribossomal. A atividade enzimática foi 
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determinada pelo método titulométrico utilizando-se o óleo de oliva como substrato. 
Para otimizar a produção de lipases foi realizado um planejamento experimental 22, 
visando avaliar os efeitos das variáveis envolvidas no processo (granulometria do 
substrato e umidade). A variável resposta escolhida foi a atividade enzimática em U 

(Unidades totais). As análises estatísticas foram realizadas pelo software Statistica 
7.0. Os resultados do planejamento experimental indicaram que a atividade enzimática 
foi máxima (237,0 U ou 23,7 U gss-1) quando utilizamos uma umidade do substrato 
de 60 % (m/m, base úmida), granulometria do substrato de 15 Mesh, 28°C, após 72 h 
de fermentação. Os resultados obtidos demonstram uma alta atividade enzimática e 
a possibilidade de aplicação desta enzima como catalisador nas reações de síntese 
de ésteres do biodiesel. 
PALAVRAS-CHAVE: FES, lipases, óleo de baru.

PRODUCTION OF FUNGAL LIPASES OF Penicillium sumatrense BY 
FERMENTATION IN SOLID STATE USING BARU SEES (Dipteryx Alata)

ABSTRACT: The interest in the production of lipases is related to its technological 
potential as a biocatalyst in hydrolysis and synthesis reactions such as esterification, 
transesterification (interesterification, alcoholysis and acidolysis), as well as aminolysis 
(synthesis of amides) and lactonization, in aquo-restricted medium, when the amount 
of water in the system is low enough to shift the balance towards the synthesis. Solid 
State Fermantation (SSF) emerge as an alternative to reduce production costs of the 
biocatalyst, since it is possible to use agro-industrial waste as substrates. The objective 
of this work was to study the production of fungal lipase from Penicillium sumatrense 
by SSF using Baru seed (Dipterix alata) as substrate. The microorganism used, 
Penicillium sumatrense, was isolated from castor leaves (Ricinus communis L.) and 
identified by ribosomal DNA sequencing. The enzymatic activity was determined by 
the titrimetric method using olive oil as a substrate. In order to optimize the production 
of lipases, an experimental design 2² was carried out, aiming to evaluate the effects 
of the variables involved in the process (substrate size and moisture). The response 
variable chosen was the enzymatic activity U (Total units). The statistical analyzes 
were performed using Statistica 7.0 software. The results of the experimental design 
indicated that the enzymatic activity was maximum (237.0 U or 23.7 U gss-1) when used 
a substrate moisture of 60% (m/m, wet basis), substrate granulometry of 15 Mesh, 28 
°C, after 72 h fermentation. The results obtained demonstrate a high enzymatic activity 
and the possibility of applying this enzyme as a catalyst in the synthesis reactions of 
biodiesel esters.
KEYWORDS: SSF, lipases, baru oil, biodiesel.

1 |  INTRODUÇÃO
O óleo da semente de baru, um óleo vegetal como matéria-prima na produção 

de lipases, foi utilizado neste trabalho de pesquisa, principalmente por não ser uma 
variedade competitiva com outras culturas agriculturáveis e também porque existem 
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poucos trabalhos na literatura utilizando este óleo. Esta semente se prolifera na 
região do Planalto Central, principalmente no norte de Minas Gerais, Goiás e centro 
do Mato Grosso, indo até a costa atlântica do Maranhão. É constituída de uma 
fonte significativa de lipídeos e proteínas, sendo a sua composição de ácidos graxos 
semelhante as do óleo de amendoim, destacando-se os ácidos oleico e linoleico. 
O elevado grau de insaturação do óleo desta semente favorece seu uso para fins 
comestíveis e como matéria-prima industrial (TAKEMOTO et al., 2001).  O teor de 
lipídios da semente de baru é de 38% sendo mais elevado que o da soja (17%) e 
mais baixo que a castanha do Pará (67%) (ALMEIDA, 1988). 

Há dois tipos básicos de fermentação para produção enzimas: a Fermentação 
Submersa (FS) e a Fermentação em Estado Sólido (FES).  A FES é um processo 
onde se utilizam microrganismos que crescem em um substrato sólido na ausência 
ou baixo teor de água livre. A umidade deve ser suficiente para garantir o metabolismo 
e crescimento celular, sem exceder a capacidade máxima de retenção de água. Na 
FS, os substratos são dissolvidos em meio líquido (HANSEN et al., 2015; OLIVEIRA 
et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2013). Neste trabalho, utilizou-se a FES para a 
produção de lipases, pois nesta técnica há possibilidade de emprego de meios de 
cultivo mais baratos, como aqueles constituídos de resíduos de produtos agrícolas 
não refinados (por exemplo, palhas, bagaços e tortas vegetais), que muitas vezes 
são até descartados pelas indústrias agrícolas e, que podem ser usados como 
substratos para geração de produtos de maiores valores agregados. 

As lipases (glicerol éster hidrolises EC.3.1.1.3), pertencem a um grupo 
especial de esterases e representam uma importante classe de enzimas cujo papel 
biológico relaciona-se com a digestão e o metabolismo de gorduras. Estas enzimas 
são encontradas e amplamente distribuídas na natureza em tecidos animais e em 
microrganismos (LAGE et al., 2016). Os fungos filamentosos principalmente aqueles 
pertencentes aos Gêneros Aspergillus fusarium, Geotrichum, Mucor, Penicillium, 
Rhizomucor e Thermomyces são reconhecidos como melhores produtores de 
lipases (CARDENAS et al., 2001). 

O interesse industrial por lipases vem aumentando gradativamente, 
especialmente nas áreas de engenharia de proteínas e enzimologia em meios 
não convencionais que aumentaram consideravelmente o potencial de aplicação 
das enzimas como catalisadores em processos industriais (ROVEDA et al., 2010). 
Elas catalisam reações de hidrólise, esterificação e transesterificação em solventes 
orgânicos, sistemas bifásicos e em soluções micelares (DOS SANTOS et al., 2016; 
LAGE et al., 2016; COLLA et al., 2012). Das muitas aplicações de lipases incluem 
as sínteses orgânicas, hidrólise de óleos e gorduras, melhoramento de sabor 
no processamento de alimentos, na indústria de detergentes, no tratamento de 
efluentes e resíduos gordurosos, nas indústrias de ração animal e de suplementos 
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na alimentação de não ruminantes, melhorando a utilização dos nutrientes das 
matérias primas que são mais difíceis de serem digeridas (RAMNATH, SITHOLE & 
GOVINDEN, 2017; BÓDALO et al., 2009; JEGANATHAN et al, 2007). 

 As lipases geralmente não requerem cofatores, atuam em uma ampla 
faixa de pH, são relativamente estáveis a altas temperaturas solventes orgânicos, 
líquidos iônicos, entre outros (ZORN et al., 2016). O interesse pelas lipases para 
possíveis aplicações industriais é importante, pois a substituição de catalisadores 
químicos por estes biocatalisadores oferece vantagens no processo, como menor 
consumo de energia, maior rendimento e menor geração de subprodutos. Esta 
classe de enzimas pode converter de forma eficiente triglicerídeos em ésteres de 
ácidos graxos, o que atrai o interesse no campo de produção do biodiesel. Assim, 
muitos pesquisadores consideram que o uso de lipases como sendo uma alternativa 
¨verde¨ em relação aos catalisadores químicos tradicionais, pois as enzimas não 
são tóxicas e sendo biodegradáveis, não poluem o meio ambiente.

2 |  MATERIAIS E MÉTODOS
O microrganismo utilizado neste trabalho foi uma cepa fúngica endofítica 

isolada das folhas de mamona (Ricinus communis L.), identificada como Penicillium 
sumatrense. O fungo endofítico Penicillium sumatrense já está identificado por 
sequenciamento de DNA ribossomal, de acordo com metodologia descrita por 
STRINGARI (2009). Para a produção da enzima, foi utilizado como substrato, a 
semente de baru (Dipteryx alata), adquirida da empresa Biominas – MG e o resíduo 
agroindustrial casca de arroz (Oryza sativa), adquirido da empresa Moinho Iguaçu 
– IGU. 

2.1 Condições de cultivo no meio sólido
Para avaliar a produção da enzima, utilizou-se como substrato a semente de 

baru (Dipteryx alata) e a casca de arroz (Oryza sativa). Enquanto a semente de baru 
serviu como fonte de nutrientes e energia para o crescimento fúngico, a casca de 
arroz foi um suporte para o microrganismo.

Os ensaios de FES foram realizados conforme metodologia descrita por 
Rodrigues et al. (2015), com adaptações. Para a preparação do inóculo foram 
utilizados frascos de Erlenmeyers de 250 mL contendo o meio BDA – cloridrato de 
tetraciclina (250 mg L-1 de meio BDA) e cloranfenicol (1% m/v). O fungo foi incubado 
em estufa a 28°C por quatorze dias. Após o crescimento foi feita a solução de 
esporos.

Para a FES foram utilizados Erlenmeyers de 250 mL, contendo, 5 gramas 
do resíduo agroindustrial casca de arroz (Oryza sativa) e 5 g de semente de baru 
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(Dipteryx Alata) com diferentes granulometrias (2,80 à 1,18 mm) e teores de umidade 
(50, 55 e 60%), utilizando-se tampão fosfato pH 7,0 (50 mM). Os experimentos foram 
realizados em duplicata.

Após o preparo, os substratos foram inoculados assepticamente com 
o inóculo. Nos estudos cinéticos, os sólidos foram incubados em estufa a 28°C 
durante 24 a 168 horas. Este estudo cinético foi realizado para se determinar o 
pico máximo de produção de lipases. A produção de lipase foi acompanhada pela 
dosagem da atividade lipolítica (método titulométrico) no material fermentado. A 
atividade lipolítica é expressa como unidades de atividade enzimática por grama de 
sólido fermentado (U gss-1).

2.2 Secagem do sólido fermentado
Nos estudos cinéticos e nos experimentos utilizando o Planejamento 

Experimental 22, os sólidos fermentados foram congelados a 0 °C, por 24 horas, 
para interromper o crescimento fúngico. Após esse período, foram secos em estufa 
em circulação de ar por 48 horas à 30 0C, acondicionados em embalagens plásticas 
e armazenados em geladeira. 

2.3 Otimização da fes através do delineamento fatorial

2.3.1 Otimização da Produção de Lipases de Penicillium 
Sumatrense Utilizando Planejamento Experimental 22

Após os estudos cinéticos, realizou-se um planejamento experimental 22 com 
ponto central, empregando-se as variáveis que influenciam na produção da enzima: 
granulometria do substrato e umidade. O objetivo do Planejamento foi otimizar a 
produção de lipases. Todos os meios foram esterilizados em autoclave, e após 
atingir temperatura ambiente foram acrescidos de 108 esporos g-1 do inóculo. Os 
experimentos foram realizados conforme descrito em 3.1. Os níveis das variáveis 
analisadas podem ser observados na Tabela 1. A variável resposta escolhida foi a 
atividade enzimática em U (Unidades Totais) de cada meio fermentado. As análises 
estatísticas foram realizadas pelo software Statistica 7.0.
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Experimento Granulometria (Mesh) Umidade (%)

1 (-1) 15,0 (-1) 50,0

2 (+1) 20,0 (-1) 50,0

3 (-1) 15,0 (+1) 60,0

4 (+1) 20,0 (+1) 60,0

5* (0) 17,5 (0) 55,0

6* (0) 17,5 (0) 55,0

7* (0) 17,5 (0) 55,0

Tabela 1 – Planejamento experimental do delineamento fatorial 22 com ponto central 
aplicado no estudo da fermentação da semente de baru, utilizando-se o sólido 

fermentado produzindo a lipase de Penicillium sumatrense.

Legenda: Os experimentos foram realizados em duplicata. * Ponto central.

Os experimentos foram realizados com diferentes combinações das variáveis   
independentes a fim de encontrar o melhor efeito desses fatores para a produção 
da lipase.

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1 Cinética de produção da enzima
Nos estudos prévios avaliou-se a cinética de produção de lipases de 

Penicillium sumatrense. Os resultados da cinética de produção de lipases estão 
apresentados na Figura 3. 
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Figura 3- Cinética de produção de lipase fúngica de Penicillium sumatrense por 
fermentação no estado sólido. Os ensaios foram realizados com umidade de 55 %. 

Experimentos realizados em duplicata com temperatura de 28°C.
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Os resultados demostraram que inicialmente houve um aumento de atividade 
lipolítica com o tempo de fermentação devido ao maior crescimento do microrganismo 
em fase exponencial e maior disponibilidade de substrato. A maior atividade lipolítica 
(337,5 U ou 33,75 U gss-1) foi obtida após 72 horas de fermentação. 

Após o tempo de 72 horas, nota-se uma diminuição dos valores de atividade 
lipolítica, provavelmente devido à diminuição da fonte de carbono dos óleos presentes 
no substrato. A queda na atividade lipolítica ocorre provavelmente porque o fungo 
começa a produzir proteases para processar as outras fontes de carbono menos 
abundantes. Essas proteases são capazes de hidrolisar as ligações peptídicas 
presentes em proteínas e outras enzimas (Oliveira et al., 2012), desnaturando e 
diminuindo a concentração de lipases. Após realizar os estudos prévios, iniciou-se 
os estudos de FES através de um Planejamento experimental 22.

3.1.1 Otimização da produção de lipases de Penicillium 
sumatrense utilizando planejamento experimental 22

Para otimizar a produção de lipases foi realizado um planejamento 
experimental 22 com ponto central, empregando as variáveis que influenciam na 
produção da enzima: granulometria do substrato e umidade. Os níveis das variáveis 
analisadas podem ser observados na Tabela 3. A variável resposta escolhida foi 
a atividade enzimática em U (Unidades Totais). As análises estatísticas foram 
realizadas pelo software Statistica 7.0.

Experimento Granulometria (Mesh) Umidade (%) Unidades Totais (U)

1 -1 (15,0)  -1 (50,0) 110,0/ 105,0 

2  +1 (20,0) -1 (50,0) 97,0/ 93,0 

3 -1 (15,0) +1 (60,0) 235,0/ 219,0 

4 +1(20,0) +1 (60,0) 123,0/ 142,0 

5* 0 (17,5) 0 (55,0) 152,0

6* 0 (17,5) 0 (55,0) 147,0

7* 0 (17,5) 0 (55,0) 160,0

Tabela 3- Resultados experimentais do delineamento fatorial 22 com ponto central 
aplicado no estudo da FES, utilizando a semente de baru como substrato, para a 

produção de lipase de Penicillium sumatrense.

Legenda: Os experimentos foram realizados em duplicata. * Pontos centrais.

Os experimentos foram realizados com diferentes combinações das variáveis 
independentes a fim de encontrar o melhor efeito desses fatores para a produção 
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da lipase.
Com intuito de avaliar o efeito das condições operacionais investigadas foi 

utilizado o gráfico de Pareto, o qual é apresentado na Figura 4. 

Figura 4- Gráfico de Pareto na interação dos efeitos das variáveis na atividade 
enzimática, com um intervalo de 95% de confiança

Para este experimento, foi assumido o valor de p igual a 0,05, que indica 
a probabilidade do resultado obtido ter uma confiança de 95%. O delineamento 
experimental e as análises dos efeitos gerados pelas variáveis bem como seus 
valores de p foram calculados empregando-se o software Statistica 7.0. Ao analisar 
a Figura 4 podemos observar que as duas variáveis (umidade e granulometria) foram 
estatisticamente significativas dentro dos níveis avaliados a 95% de confiança.

O modelo foi validado a partir do valor de F obtido (Tabela 4), para o intervalo 
de confiança de 95%.

SQ GL SM F
Modelo 21751,91 4,00 5437,9775 78,6175

Erro 415,00 6,00 69,17
Total 22166,91 10,00

 Tabela 4- Análise de variância (ANOVA) para o modelo de atividade enzimática obtida 
pelo fungo Penicillium sumatrense.

Legenda: SQ: Soma dos Quadrados; GL: Graus de Liberdade; SM: Soma dos 
Quadrados Médios; F: Distribuição F de Fisher-Snedecor
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Observa-se pela Tabela 4, que o valor F de Fisher-Snedecor obtido para o 
modelo é 78,6175. Com os valores dos graus de liberdade do modelo e do erro, 
encontrou-se o valor do F tabelado como sendo 4,534. Como o valor F obtido é 
superior ao valor F tabela, o modelo é considerado significativo e válido. O modelo 
obtido, em variáveis codificadas, é apresentado na Equação 01, de Regressão em 
Unidades Codificadas.

Unidades Totais = 143,91- 26,75 x Granulometria + 39,25 x Umidade – 20,50 
x Granulometria x Umidade                                                                                 (Eq. 01)   

Os valores obtidos das atividades enzimáticas observadas e previstas pelo 
modelo são apresentados na Figura 5 e sugerem uma correlação satisfatória entre 
valores experimentais e previstos.

Figura 5 - Gráfico de paridade para mostrar a distribuição dos observados e os valores 
previstos para produção de lipase.

Nota-se na Figura 5, que os pontos observados e preditos não se distanciam 
muito da reta identidade, deste modo, torna-se possível afirmar que o modelo segue 
uma distribuição normal observando que há um bom ajuste. Além do mais, o modelo 
apresenta a distribuição do erro de forma aleatória, fato que elimina a existência de 
erros sistemáticos ou de que a análise seja tendenciosa, o que atribui uma maior 
confiabilidade ao modelo.

Os gráficos de contorno e de superfícies de respostas obtidas são 
apresentados nas Figuras 6, respectivamente, concluindo-se que o processo de 
produção da enzima é altamente influenciado pelo efeito combinado da granulometria 
e da umidade do meio fermentativo. Onde podemos notar que com o aumento da 
umidade e diminuição da granulometria há uma maior produção da enzima lipase.
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Figura 6 Gráfico de superfícies de resposta que apresenta a interação entre as 
variáveis Granulometria e Umidade para a produção de lipase.

A granulometria é um parâmetro importante para o crescimento e atividade 
microbiana no substrato. O tamanho das partículas interfere diretamente no 
crescimento pois as partículas menores aumentam a superfície de contato ocorrendo 
um melhor aproveitamento dos nutrientes o que favorece o crescimento fúngico. 
Porem partículas menores podem dificultar a troca gasosa e dissipação de calor 
neste contexto a granulometria deve ser selecionada de acordo com cada estudo 
e processo em particular (PANDEY, 2003; PANDEY et al., 1999).  Analisando-
se o gráfico de superfícies de resposta, verifica-se que a condição ótima para a 
granulometria foi de 15 mesh (1,18 mm). 

Analisando-se os gráficos de Contorno e de Superfície de Resposta, observa-
se que para aumentar o valor da resposta Unidade U, é preciso caminhar em direção 
ao menor valor da granulometria e para o maior valor da Umidade.

Verifica-se que não obtemos efetivamente um ponto ótimo, pois tem-se 
uma superfície plana. Indica-se um novo planejamento, onde estes pontos sejam 
considerados como os novos pontos centrais, no âmbito de encontrar o ponto ótimo. 
Porém, dentro das limitações do teor de umidade na FES (entre 50 e 65%) os 
resultados obtidos foram ótimos. Segundo BINOD et al. (2015), a fermentação será 
classificada como submersa (FS) quando é conduzida com um teor alto de água livre, 
com uma umidade superior a 65% e, quando a fermentação ocorre com um índice 
de água livre reduzido, umidade inferior a 65%, a fermentação será caracterizada 
como fermentação em estado sólido (FES). Portanto, deve-se trabalhar com uma 
umidade que mantenha o equilíbrio entre a disponibilidade de água, expansão do 
substrato e efeitos de difusão do oxigênio.
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4 |  CONCLUSÃO
Este trabalho demostrou a viabilidade da produção de lipases por Penicillium 

sumatrense em FES, utilizando um substrato alternativo e inovador tendo em vista, 
que não foram encontrados outros trabalhos publicados com o mesmo substrato 
para produção de lipases de Penicillium sumatrense.
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