
              UNIVERSIDADE CATÓLICA DE PERNAMBUCO 

PRÓ-REITORIA DE ACADÊMICA 

COORDENAÇÃO GERAL DE PÓS-GRADUAÇÃO 

 

MESTRADO EM DESENVOLVIMENTO DE PROCESSOS 
AMBIENTAIS 

 

 

 

 

BRINDIZE FERREIRA DE LIMA 

 

 

PRODUÇÃO DE LIPASE POR AMOSTRAS DE 

ASPERGILLUS sp ISOLADAS DO SEMI-ÁRIDO DO 

ESTADO DE PERNAMBUCO, UTILIZANDO MEIOS 

CONTENDO RESÍDUOS AGROINDUSTRIAIS  

 

 

 

 

 

Recife, 2014





 

 

 

 

BRINDIZE FERREIRA DE LIMA 

 

 

 

PRODUÇÃO DE LIPASE POR AMOSTRAS DE 

ASPERGILLUS ssp ISOLADAS DO SEMI-ÁRIDO DO 

ESTADO DE PERNAMBUCO, UTILIZANDO MEIOS 

CONTENDO RESÍDUOS AGROINDUSTRIAIS  

 

                  

 

 

 

                         

 

 

  

  Orientador: Prof. Dr.Carlos Alberto Alves da Silva 

 

 

                                    Recife, 2014 

 

Dissertação apresentada ao programa de Pós-

Graduação em Desenvolvimento de Processos 

Ambientais Universidade Católica de Pernambuco 

como pré- requisito para obtenção do título de 

Mestre em Desenvolvimento de Processos 

Ambientais. 

Área de Concentração: Desenvolvimento em 

Processos Ambientais. 

 Linha de Pesquisa: Biotecnologia e Meio 

Ambiente. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lima, Brindize Ferreira de  

Produção de Lipase por Amostras de Aspergillus ssp Isoladas do Semi-Árido 

do Estado de Pernambuco, Utilizando Meios Contendo Resíduos 

Agroindustriais. 

 

Dissertação (Mestrado) - Universidade Católica de Pernambuco. 

Programa de Pós-Graduação em Desenvolvimento de Processos 

Ambientais. 

 

1. Produção de lipase 2. Aspergillus 3. Meios com resíduos 

agroindustriais. I. Programa de Pós-Graduação em Desenvolvimento de 

Processos Ambientais. Centro de Ciências e Tecnologia.  

 

 

 



 

 

 

 

PRODUÇÃO DE LIPASE POR AMOSTRAS DE ASPERGILLUS ssp ISOLADAS 

DO SEMI-ÁRIDO DO ESTADO DE PERNAMBUCO, UTILIZANDO MEIOS 

CONTENDO RESÍDUOS AGROINDUSTRIAIS  

 

                             BRINDIZE FERREIRA DE LIMA 

 

 

 

Examinadores: 

 

 

Profº. Drº Carlos Alberto Alves da Silva  

Universidade Católica de Pernambuco – UNICAP 

Orientador 

 

 

Profª. Drª Kaoru Okada 

Universidade Católica de Pernambuco – UNICAP 

 

 

 

Prof. Drº Marcos Antônio Barbosa de Lima 

Universidade Federal Rural de Pernambuco – UFRPE 

 

 

                                                            Defendida em ____/____/_______ 

 

 

Coordenadora: Profª. Drª. Clarissa Dayse Costa Albuquerque 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico aos meus Pais, Juraci Ferreira de Lima e Djanira de Souza Lima pela dedicação e o 

amor incondicional e pleno. Porque toda a doutrina social que visa destruir a família é má, e 

para mais inaplicável. Quando se decompõe uma sociedade, o que se acha como resíduo 

final não é o indivíduo e sim a família. 

                   

                                    Victor Hugo. 

 



 

 

AGRADECIMENTOS 

Primeiramente ao Senhor Deus. Por ter me concebido a graça da vida e me 

abençoando com mais essa vitória, me dando forças nos momentos mais difíceis, 

acalentando meu coração nas angústias e discernimentos para continuar. Renovando 

minhas esperanças e contemplando meus sonhos.  

A minha família, minha mãe Djanira, meu pai Juraci, meus irmãos Miriam e 

Rummenigge que estiveram sempre ao meu lado, como verdadeiros anjos protetores, 

sempre acreditando na minha capacidade de vencer cada obstáculo, me ensinando a 

valorizar cada momento, seja na alegria ou tristeza, demonstrando carinho e compreensão. 

A vocês o meu imenso amor que será eterno. 

Ao Meu Amor, Marido, Companheiro Ernani Andrade, que foi como um verdadeiro 

incentivador dos meus sonhos esteve comigo nos momentos mais difíceis e me fez acreditar 

que seria possível. Vivenciou cada momento ao meu lado sempre me ajudando e me 

respeitando além do amor e carinho depositado a minha pessoa, hoje sou mais feliz por 

você existir em minha vida Te Amo.  

Ao Meu Grande Orientador Prof Dr. Carlos Alberto Alves da Silva, que como um anjo 

dedicou suas horas com imensa paciência, tranquilidade e dedicação, tornando este 

trabalho mais prazeroso, transformando as dificuldades em pequenas limitações, dividindo 

comigo as minhas inquietações e aflições. A ele todo o meu respeito e admiração, seguido 

de um imenso carinho.  

A todos os professores das disciplinas por mim cursadas nas quais foram de grande 

importância para o âmbito curricular do meu conhecimento geral em toda trajetória.  

A profª Drª Galba Takaki por sua imensa atenção e colaboração em nossos trabalhos 

realizados no laboratório, aprimorando nossos conhecimentos durante nossa caminhada.  

As minhas amigas Maria Andreza, Márcia Muniz e Nadielly Andrade que como Mosqueteiras 

que sempre fomos ao ajudarmos umas as outras nos momentos mais difíceis, superamos 

todas as dificuldades e desafios, vivenciando momentos inesquecíveis de muita alegria e 

brincadeira. Vocês são pessoas especiais que farão sempre parte de minha história.  

Aos colegas do NPCIAMB/UNICAP em especial a Marcos Luna e Grayce Kelly que 

foram verdadeiros amigos, sempre dispostos a ajudar nos momentos mais difíceis, meu 

muito obrigado a cada um de vocês pela força dedicada. Que Deus abençoe a todos!  

i 



 

 

 

 

A minha amiga Jupiranan pelo incentivo, minhas amigas Diêgena, Paloma, Claudia, 

meu amigo Wellington esses amigos maravilhosos que mesmo de longe demonstraram seu 

carinho e estavam sempre torcendo por mim.  Amigos assim não tem preço. Obrigado a 

Todos! 

 

                                           

                                            

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ii 



 

 

 

 

SUMÁRIO 

 

AGRADECIMENTOS .................................................................................................................. i 

SUMÁRIO .................................................................................................................................. iii 

LISTA DE FIGURAS .................................................................................................................. v 

LISTA DE TABELAS ............................................................................................................... vii 

Resumo .................................................................................................................................... viii 

Abstract .................................................................................................................................. viiii 

CAPÍTULO I ............................................................................................................................... 1 

1. Introdução ............................................................................................................................. 2 

2.1 Objetivo Geral ...................................................................................................................................... 4 

2.2 Objetivos Específicos......................................................................................................................... 4 

3. REVISÃO DA LITERATURA ................................................................................................. 5 

3.1 BIOTECNOLOGIA ............................................................................................................... 5 

3.2 Enzimas ............................................................................................................................... 6 

3.2.1 Lipases ........................................................................................................................... 10 

3.2.2 Fermentação Submersa (FSm) .................................................................................... 12 

3.2.3. Micro-organismos Produtores de Lipases  ............................................................... 13 

3.3 Gênero Aspergillus .......................................................................................................... 16 

3.3.1 Características Gerais .................................................................................................. 16 

3.3.2 Aspergillus sp ................................................................................................................ 18 

3.4 CAATINGA ......................................................................................................................... 19 

3.5 UTILIZAÇÃO DE RESÍDUOS AGROINDUSTRIAIS ........................................................ 21 

3.5.1 FARELO TRIGO ............................................................................................................. 22 

3.5.2 FARELO DE ARROZ ...................................................................................................... 23 

3.5.3 ÓLEOS RESIDUAIS VEGETAIS .................................................................................... 24 

4.REFERÊNCIAS  .................................................................................................................... 25 

CAPÍTULO II ............................................................................................................................ 42 

1. INTRODUÇÃO  .................................................................................................................... 44 

2 MATERIAL E MÉTODOS  ..................................................................................................... 45 

2.1 Micro-organismos ............................................................................................................ 45 

2.2. Seleção de amostras produtoras de lipase  ................................................................... 46 

2.3. Pré inóculo  . ..................................................................................................................46 

2.4. Seleção de meios de produção ...................................................................................... 46 

2.5.  Determinação da biomassa microbiana  ....................................................................... 46 

2.6.  Determinação do pH  ..................................................................................................... 46 

iii 



 

 

 

 

2.7.  Determinação da atividade lipolítica  ............................................................................. 47 

2.8. Cálculo da atividade enzimática  .................................................................................... 47 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO ........................................................................................... 47 

4. CONSIDERAÇÕES FINAIS.. ............................................................. .................................50 

REFERÊNCIAS ..................................................................................................................... .......50 

CAPÍTULO III  .......................................................................................................................... .53 

Resumo:................................................................................................................................... 54 

Abstract ................................................................................................................................... 55 

1. INTRODUÇÃO ..................................................................................................................... 55 

2. MATERIAL E MÉTODO ....................................................................................................... 57 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO ........................................................................................... 58 

4. CONCLUSÕES .................................................................................................................... 62 

5. REFERENCIAS .................................................................................................................... 63 

CONCLUSÕES GERAIS ......................................................................................................... 68 

iv 



 

 

 

 

LISTA DE FIGURAS  

 

Capítulo I 

 

Figura 1.  Mecanismos interfacial de lipase em interfaces hidrofóbicas. .................. 12 

Figura 2.  Imagem do gênero Aspergillus sp. .......................................................... 16 

Figura 3. Morfologia representativa do gênero Aspergillus ...................................... 17 

Figura 4. Corpo de frutificação do fungo Aspergillus sp. Visto ao microscópio óptico.

 ......................................................................................................................... 18 

Figura 5. Caatinga de Pernambuco. ........................................................................ 20 

 

Capítulo II 

 

Figura  1. Detecção de lipase: A formação de halo lipolítico, B ausência total de halo 

lipolítico.............................................................................................................. 48 

Figura  2.  Determinação do pH nos meios de produção por Aspergillus sp SIS 10 

(A) e SIS 16 (B) em 144 horas a 28ºC............................................................ ....49 

 

Capítulo III 
 
 

Figura 1. Resíduos agroindustriais utilizados para estudos da produção de lipase. 

Resíduo A, Farelo de trigo, Resíduo B, Farelo de arroz, Resíduo C Óleo de 

fritura. Utilizados para análise lipolítica da enzima. ........................................... 57 

Figura 2.  Resíduos agroindustriais de  Farelo de trigo 1,  Óléo de fritura 2 e  Farelo   

de  arroz 3  em fermantação submersa. ............................................................ 58 

Figura 3.  Diagrama de pareto mostrando os efeitos principais e alterações das 

variáveis independentes no processo de produção de lipase por Aspergillus sp 

(SIS 16) a 144 horas de fermentação a 28ºC. (1) pH, (2) NaH2PO4,  (3) Óleo de 

oliva. ................................................................................................................. 59 

Figura 4.  Crescimento do Aspergillus sp (SIS 16) para o ensaio 7, em 144 horas de 

fermentação a 28ºC e pH 5,0. ........................................................................... 61 

Figura 5. Atividade Lipolítica  por Aspergillus sp utilizando diferentes resíduos em 

cultivo de 192 horas à 28º C e 86 rpm. ............................................................. 61 

v 



 

 

 

 

LISTA DE TABELAS 

 

Capítulo I 

 

Tabela 1 – Principais classes enzimáticas.  Fonte: PEREIRA, 2011 .......................... 8 

Tabela 2. Enzimas utilizadas em segmentos industriais e suas aplicações. .............. 9 

Tabela 3.Aplicações Biotecnológicas de Lipases. Fonte: Adaptado de Colla; Reinehr; 

Costa, 2012  ..................................................................................................... 11 

Tabela 4.  Micro-organismos produtores de lipase.    Fonte: WOLSKI, 2009 ........... 15 

 

Capítulo II 

 

Tabela 1. Atividade lipolítica dos isolados Aspergillus sp em 96 horas.....................47 

Tabela 2. Atividade lipolítica nos meios de produção em 144 horas a 28ºC por 

Aspergillus sp (SIS 10)......................................................................................48 

Tabela 3. Atividade lipolítica nos meios de produção em 144 horas a 28ºC por 

Aspergillus sp (SIS 16)......................................................................................49 

 

Capítulo III  

 

Tabela 1. Valores dos Fatores utilizados no Planejamento Fatorial 23 ..................... 58 

Tabela 2. Produção de biomassa, pH e atividade lipolítica dos ensaios para as 

concentrações de  pH, Óleo de Oliva e Fonte de Nitrogênio (NaH2PO4) em 144 

horas de cultivo a 28ºC a 86 rpm. ..................................................................... 59 

Tabela 3.  Produção de biomassa, pH e atividade lipolítica dos ensaios em 

diferentes resíduos em 192 horas de cultivo a 28ºC a 86 rpm. ......................... 61 

vi 



 

 

 

 

Resumo 

 

As enzimas microbianas têm sido bastante produzidas e utilizadas em diversos segmentos 

industriais nas últimas décadas. As lipases são um grupo de enzimas que possuem uma 

vasta aplicação biotecnológica, devido a sua versatilidade de suas propriedades, 

especificidade ao substrato e atuação enzimática. Os elevados custos de produção de 

enzimas microbianas se devem principalmente aos meios de produção e os processos de 

purificação, incentivando assim as pesquisas na busca de novos micro-organismos 

produtores e na formulação de meios mais econômicos, utilizando principalmente 

formulação de resíduos agroindustriais que possuem um elevado valor nutritivo. A Caatinga 

é uma região ainda pouca explorada na diversidade microbiana existe e no potencial 

biotecnológico desses micro-organismos existentes. Foram realizados seleções de amostras 

de Aspergillus sp denominadas de SIS 10, 11,14, 15 e 16, isoladas da Caatinga do Estado 

de Pernambuco, para produção de lipase, em meio sólido, tendo as amostras SIS 10 e 16 

obtidos os melhores resultados na produção dos halos característicos de 2,2 cms, 

respectivamente. Em seguida foram realizados ensaios de produção enzimática através de 

fermentação submersa utilizando 6 meios diferentes descritos na literatura como produtores 

de lipase. Os ensaios ocorreram à 150 rpm, 28º C, durante 144 horas, em triplicata. Os 

resultados obtidos revelaram que a maior produção da enzima foi obtida no meio 

denominado de 4 com a amostra SIS 16, obtendo uma produção de 2,16 U/mg de lipase. 

Após a seleção do melhor meio de produção, foram realizados ensaios para formulação de 

meios alternativos utilizando os seguintes resíduos agroindustriais: farelo de trigo, farelo de 

arroz e óleo de fritura, substituindo o óleo de oliva no meio denominado controle. Os 

experimentos ocorreram durante 192 horas, 28oC, 150 rpm, e os resultados obtidos 

indicaram o óleo de fritura como um bom produtor da enzima com atividade enzimática 

equivalente a 276 U/mL. Esses estudos de produção lipolítica revelam o elevado potencial 

biotecnológico dos fungos isolados do solo da Caatinga do Estado de Pernambuco, além da 

reutilização dos resíduos agroindustriais para a produção de enzimas, pode ser uma 

alternativa viável para formulação de novos meios de produção para  biotecnologia 

enzimática. 

 

Palavras – chaves: produção lipase,  seleção meios,  Aspergillus,  resíduos 

agroindustriais. 
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Abstract 

 

 

Microbial enzymes have been extensively produced and used in various industries for 

decades. Lipases are a group of enzymes that have extensive biotechnological applications 

due to its versatility of their properties, substrate specificity and enzymatic activity. The high 

costs of production of microbial enzymes are mainly due to the means of production and 

purification processes, thereby encouraging research in search of new producer’s 

microorganisms and to formulate the most economical medium, using mainly in formulating 

industrial residues that have a high nutritional value. The Caatinga is a little explored region 

still exists in microbial diversity and biotechnological potential of these existing 

microorganisms. Selections of samples of Aspergillus sp named SIS 10, 11,14,15 and 16, 

isolated from the Caatinga of Pernambuco for production of lipase in solid medium were 

performed, with the SIS 10 and 16 samples obtained the best results in production of the 

characteristic halos of 2.2 cm, respectively. Then enzyme production tests were performed 

through submerged fermentation using 6 different media described in the literature as lipase 

producers. The experiments were performance is 150 rpm, 28 °C for 144 hours in triplicate. 

The results showed that the highest enzyme production was obtained in the media 4 in 

sample SIS 16 sample, obtaining a yield of 2.16 U/mg of lipase. After selecting the best 

media of production, testing for formulation of alternative means were performed using the 

following agro-industrial residues: wheat bran, rice bran and oil in frying, substituting olive oil 

in the middle called control. The experiments occurred during 192 hours, 28oC, 150 rpm, and 

the results indicated the frying oil as a good producer of enzyme equivalent to 276 U/mL 

enzyme activity. These studies reveal the high lipolytic production biotechnological potential 

of fungi isolated from soil of Caatinga of Pernambuco State, besides the reuse of agro-

industrial wastes for the production of enzymes, can be a viable alternative for the 

formulation of new means of production for enzyme biotechnology. 

 

 

 

Key - words: lipase production, media selection, Aspergillus, agroindustrial residues. 
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1. Introdução 

  

 A biotecnologia é uma ciência que envolve a maioria dos processos de transformação de 

matérias-primas renováveis, e de produção, mediante a presença de cultivos celulares microbianos, 

animais ou vegetais, ou de seus distintos componentes, em numerosas substâncias úteis para a 

humanidade, proporcionando a melhoria dos métodos de produção e comercialização de produtos 

contendo processos biotecnológicos (MAYOR, 1992; COSTA, OLIVEIRA, 2008; COSTA et,  al.  2012).  

 

A tecnologia enzimática é um dos campos mais promissores dentro das novas tecnologias para 

a produção de compostos de alto valor agregado. A indústria química brasileira importa a maior parte 

das enzimas biocatalisadoras utilizadas nos processos que envolvem matérias auto-sustentáveis, 

podendo ser utilizadas e empregadas em estudos envolvendo, aplicações biomédicas e fabricação de 

produtos tais como, alimentícios, detergentes, farmacêutico, têxtil, celulose, papel e no tratamento de 

efluentes e resíduos (AZEVEDO et al., 2002; SOETAN et al., 2010; BAPTISTA et al., 2012; SILVA, 

2012). 

 

Enzimas de origem microbiana possuem diversas vantagens sobre as equivalentes de origem 

vegetal e animal como, menor custo de produção, além de oferecer um amplo aspecto de 

características físico-químicas, que vem a proporcionar uma melhor qualidade do produto, tornando 

mais fácil a obtenção do mesmo, desenvolvendo técnicas mais elevadas na produção de enzimas  

(CHERRY, FIDANTSEF, 2003; SOETAK et al., 2010; BARATTO et al., 2011; SINGH, 

MUKHOPADHYAY, 2012). 

  

As lipases são carboxilesterases que hidrolisam acigliceróis de cadeia longa, e dependendo das 

condições empregadas, também catalisam diversas reações de síntese (esterificação, 

transesterificação, aminólise e lactonização). As lipases fúngicas têm sido preferenciais porque em sua 

maioria, não são nocivas à saúde humana. Produzidas por vegetais, animais e/ou micro-organismos, 

apresenta a classe mais utilizada em aplicações biotecnológica (HOUDE, KADEMI, LEBLANC, 2004; 

TREICHEL et al., 2010, MESSIAS et al., 2012). 

  

Os fungos filamentosos produzem uma ampla gama de enzimas de interesse biotecnológico, 

dentre elas a lipase que são produzidas por fermentação. O interesse sobre a obtenção de lipases de 

fungos filamentosos é em razão de suas enzimas serem, na maioria das vezes, extracelulares, o que 

facilita a recuperação das mesmas e são bons biodegradadores, atributos que distinguem os fungos 

filamentosos das outras formas microbianas (BARATTO et al., 2011; MOURA et al., 2013). 
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Os processos de fermentação mais utilizados para a produção de enzimas são: fermentação 

submersa (FES) e a fermentação em estado sólido (FS) Os processos pós-fermentação, também 

chamados downstream ou a jusante da fermentação, visam recuperar as enzimas produzidas no caldo 

fermentado. As etapas de separação e purificação removem as substâncias tóxicas ou metabólitos 

indesejáveis. Na maioria dos casos, o simples enriquecimento destes compostos como fonte de 

nitrogênio, minerais ou vitaminas é suficiente para produção de elevada atividade enzimática (AGUIAR, 

MENESES, 2000; PINHEIRO, 2006; ORLANDELLI et al, 2012). 

 

O Aspergillus é um gênero de fungo filamentoso que consiste de várias centenas de espécies 

encontrados em vários climas em todo mundo. São aeróbios encontrados em ambientes ricos em 

oxigênio, onde eles geralmente crescem como moldes sobre a superfície de um substrato. Este gênero 

é considerado cosmopolita, sua morfologia apresentam colônias com ampla variação na coloração 

sendo esta a maior característica macroscópica para sua classificação (GONÇALVES, ANDREATTI 

FILHO, 2007; GIONGO et al., 2012; MONTEIRO, 2012). 

 

A imensa diversidade de micro-organismos existentes em regiões pouco estudadas como a caatinga do 

Estado de Pernambuco, justifica a busca por novos produtos tecnológicos como as enzimas. O clima 

semiárido submete sua biota às condições climáticas extremas, A diversidade fungica em ecossistemas 

áridos e semiáridos como o da caatinga pode ser igual ou superior quando comparada a de ambientes 

úmidos. Isso se deve ao baixo potencial hídrico do solo, inapropriado ao crescimento de bactérias, o 

que torna a cadeia alimentar em sistemas áridos baseada primariamente nos fungos. (CRUZ, 

GUSMÃO 2009; BOTTCHER, BONSCHERUER, 2010; IPA, 2012).  

 

A utilização de substratos formulados a partir de resíduos agroindustriais surge como uma 

alternativa de buscar novos produtos de interesse biotecnológico para o ramo industrial (MATOS, 2005; 

SANTOS, 2008; PEREIRA et al, 2013). A utilização desses substratos alternativos e de baixo custo na 

maioria das vezes encontra-se em grandes quantidades e possui um elevado valor nutricional. O Brasil, 

por ser um país de grande atividade agrícola é um dos que mais produzem resíduos agroindustriais, e 

vem buscando alternativas para a aplicação dos mesmos para fins industriais (SALIHU, 2012; INFANTE 

et al.,2013).  

 

O presente trabalho teve como objetivo a utilização de resíduos agroindustriais (Farelo de trigo, 

Farelo de arroz e Óleo de fritura para elaboração de meios de produção de lipase via catálise 

enzimática, utilizando Aspergillus sp (SIS 16) com a utilização de um planejamento fatorial, visando 

especialmente o menor custo de produção bem como a minimização dos impactos ambientais. 
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2. Objetivos 

 
2.1 Objetivo Geral 
 

 

Produzir por Aspergillus ssp e caracterizar lipase , através da seleção de meios de produção e da 

formulação alternativa de meios de produção contendo substratos agroindustriais. 

 

 
2.2 Objetivos Específicos 
 

● Selecionar isolados de Aspergillus ssp, produtores de lipase oriundos do solo da caatinga de 

Pernambuco; 

 

● Avaliar e selecionar os meios tradicionais para a produção de lipase associados à cinética de 

produção; 

 

● Analisar a utilização de diferentes substratos (farelo de trigo, farelo de arroz, óleo de fritura) na 

produção de lipase através de um planejamento fatorial 23; 

 

● Analisar a influência das variáveis, temperatura, pH e velocidade de agitação na produção de lipase. 
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 3. REVISÃO DA LITERATURA  

 

3.1 BIOTECNOLOGIA 

 

A biotecnologia pode ser definida como um conjunto de técnicas de manipulação de seres vivos 

ou parte destes, para fins econômicos. Esse amplo conceito inclui técnicas que são utilizadas em 

grande escala na agricultura desde o início do século XX, como a cultura de tecidos, a fixação biológica 

de nitrogênio e o controle biológico de pragas. O desenvolvimento da biotecnologia, desde o início dos 

anos 90, vem fornecendo soluções para o baixo dinamismo das trajetórias tecnológicas de muitas 

indústrias nas áreas de saúde, meio ambiente e agricultura (OLIVEIRA, 2011; SILVEIRA et al., 

2011;SANTOS 2012). 

 

 A utilização de plantas, bactérias e fungos pode ser visto na biotecnologia primitiva, 

desenvolvida no antigo Egito há mais de 10.000 anos, na fermentação de bebidas que chegaram aos 

nossos dias (GARRIDO, 2007; FÁRI, KRALOVÁNSZKY, 2006; PESSOA et al., 2012).Desde a 

revolução industrial, os avanços envolvendo ciência e tecnologia vem contribuindo para gerar níveis 

diferenciados de desenvolvimento entre as nações, e assegurar níveis mais elevados no 

desenvolvimento científico e tecnológico (WAACK; AMOROSO, 2005; CARDINALI et al., 2012).  

 

As abordagens mais modernas de biotecnologia estão fundamentadas na inclusão de novas 

descobertas, na descrição e no potencial de utilização dos seres vivos, e como estes se relacionam com 

o meio ambiente, ocorre à expressão de seu metabolismo,  na formação de substâncias químicas com 

diferentes pesos moleculares que atuam em diferentes níveis (KIRK; BORCHERT; FUGLSANG, 2002; 

ALENCAR, 2011). 

 

 Os avanços biotecnológicos na produção industrial das enzimas, por exemplo, vêm 

proporcionando sua aplicação nos diferentes segmentos industriais e biotecnológicos. A biotecnologia é 

vista como sendo uma forte e confiável tecnologia, relativamente de baixo risco, capaz de ser 

implementada em larga escala e em grande variedade de setores industriais (PADILHA et al 2011; 

BERLINCK, 2012). 
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3.2 Enzimas 
   

 

 A origem da palavra enzima, remota ao termo grego énzymo ( én = no; zymos = levedura) que 

surgiu a princípio como nome genético para “fermentos” que atuavam na ausência de organismos, 

sugerido para o primeiro trabalho do fisiologista alemão Wilheln Friedrich Kuhne (1837-1900). Anos 

depois foi sugerido que a denominação se estendesse para todos os “fermentos” não organizados 

(NELSON, COX, 2002; FAHEINA JUNIOR, 2012). 

 

 Catalisadores biológicos de natureza essencialmente proteica participam em várias reações 

bioquímicas, tendo como papel fundamental o controle metabólico. Estas moléculas aceleram reações 

termodinamicamente viáveis, sendo extremamente versáteis, estereoespecíficas, e de elevada 

importância nos processos biotecnológicos. Normalmente os processos enzimáticos têm ação rápida, 

não apresentam toxidez nem geram problemas ambientais, ocorrem em condições brandas de 

temperatura e pH, atuando sobre um substrato específico (DHIMAN, SHARMA, BATTAN, 2008; 

RIBEIRO et al.,  2013). 

 

As enzimas não apresentam perigo para o meio ambiente, porque são moléculas orgânicas 

constituídas de grupos de aminoácidos presentes em todos os seres vivos. São providas de substancias 

orgânicas de natureza proteica com atividade intra e extracelular que possuem funções catalisadoras. A 

ampla diversidade quanto às características das enzimas potencializa sua aplicação assim há um 

estímulo natural pela exportação da biodiversidade microbiana (DAMASO, 2008; SOUZA, 2012). 

 

Apresentam uma configuração globular, constituídas de estruturas terciárias ou quaternárias, 

cuja função principal é atuar como catalisador biológico, acelerando a velocidade de diversas reações 

químicas existentes no organismo, sem, contudo serem modificadas durante o processo, pois possuem 

elevada especificidade e estão associadas a todos os eventos metabólicos (SOUZA; RABELLO; 

ASCHERI, 2012).   

 

São biocatalisadoras e com propriedades que as tornam altamente requisitadas, são muito 

ativas e versáteis, realizando uma serie de transformações de modo seletivo e rápido. A grande 

vantagem é que elas catalisam as transformações moleculares sem a ocorrência de reações paralelas, 

o que é comum em sínteses químicas devida sua especificidade (PATEL, 2002; PEZARRO, PARK, 

2003; MOURA et al.,2013).  
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As especificidades inerentes das enzimas residem em uma cavidade ou fenda de ligação do 

substrato, que pode está situada na superfície da proteína enzimática. A cavidade, denominada de sítio 

ativo, é um arranjo de grupos presentes em cadeias laterais de certos aminoácidos que ligam os 

substratos através de ligações covalentes. Muitas vezes, os resíduos de aminoácidos que formam o 

sítio ativo se localizam em regiões distantes, na sequência primária e/ou mais próximas pelo 

enovelamento da cadeia polipeptídica (TOSTES, 2006; OLIVEIRA 2007; FREITAS, 2013). 

 

 

A utilização de enzimas como catalisadores em processos industriais, mostra-se vantajoso, pois 

são consideradas específicas naturais e geralmente não apresentam elevada toxicidade, características 

desejáveis nos setores industriais e ambientais (FERNANDES, 2006;  FEITOSA, 2009; TAVARES et al., 

2012). Novas enzimas e diversas utilidades estão sendo descobertas a partir de trabalhos conjuntos de 

equipes multidisciplinares da Microbiologia, Bioquímica, Química, Engenharia Bioquímica, entre outras 

áreas, complementando os conhecimentos que cada área possui sobre as enzimas (SOUZA, 2001; 

CUZZI et al., 2011; ORLANDELLI et al., 2012). 

 

 

O setor de produção de enzimas apresenta muitas iniciativas de pesquisa e desenvolvimento, 

que resultando na produção de diversos novos produtos e no aprimoramento de processos e melhor 

desempenho de produtos já existentes no mercado. No entanto, o custo elevado de produção e 

purificação de enzima é um dos principais fatores que determinam a economia de um processo. Reduzir 

os custos de produção é fundamental para aplicações industriais (PARK et,, al. 2002; SANTOS et, al. 

2013). 

 

 

A produção de enzimas microbianas tem sido um campo crescente da biotecnologia. Todas estas 

enzimas produzidas industrialmente apresentam um elevado papel, para o potencial tecnologico de 

processos industriais tais como o biobranqueamento de pasta de papel, a degradação e desintoxicação 

de substâncias recalcitrantes ou na indústria alimentar. Assim, a produção eficiente destas enzimas em 

um meio de baixo custo apresenta inúmeras aplicações biotecnológicas. Não se sabe precisamente 

quando as enzimas passaram a ser utilizadas nas atividades cotidianas das sociedades primitivas. 

Entretanto, as enzimas já eram amplamente utilizadas sem que se conhecesse seu conceito e função 

exata (ZIMMER et al., 2009; LEVIN et al., 2012). 
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O custo de produção das enzimas microbianas de uma maneira geral é bem menor dos 

utilizados para produção de enzimas vegetais e animais. O tempo de produção é muito mais curto para 

sua obtenção, permitindo assim a utilização de diversos substratos mais baratos na formulação dos 

meios de manutenção e produção e consequentemente de um maior rendimento na produção devido à 

otimização das condições utilizadas nos processos fermentativos (SAID, PIETRO, 2002; HAKI, 

RAKSHIT, 2003; TAVARES et al., 2011).  

 

 

 Dessa forma, as enzimas são classificadas em seis grupos de acordo com o tipo de reação que 

é catalisada: Oxiredutases, Transferases, Hidrolases, Liases, Isomerases e Ligases (GUIMARÃES et 

al., 2010; TAVARES et al., 2012; BISATTO, 2012).. A tabela 1 descreve as reações catalisadoras pelas 

enzimas. 

 

 

 

Tabela 1 – Principais classes enzimáticas.  Fonte: PEREIRA, 2011 

Classe da enzima Tipo de reação catalisada 

Oxiredutases 
Catalisam reações de oxirredução. 

Transferência de H,O ou elétrons. 

Transferases Catalisam transferências de grupos entre moléculas. 

Hidrolases Catalisam reações de hidrolises. 

Liases Catalisam a adição de grupos a ligações duplas e vice-versa. 

Isomerases Catalisam reações isomerização. 

Ligases 
Catalisa a união de duas moléculas, associadas à ruptura da ligação 

tirofosfato do ATP. 

 

 

No entanto, o custo de produção dessas enzimas é o principal fator que determinam a economia 

de um processo o que limita sua aplicação em grande escala. Na Tabela 2 estão listadas as enzimas e 

suas respectivas aplicações (SOCCOL et al,  2010; SANTOS et al, 2012). A tabela 2 descreve as 

aplicações industriais das enzimas. 
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Tabela 2. Enzimas utilizadas em segmentos industriais e suas aplicações. 

 

Fonte: KIRK, BORCHERT E FUGLSANG, 2002 in WEINGARTNER, 2010. 

Setor industrial  Classe da enzima  Aplicação  

 

Detergente  

(lavanderia e louças)  

 

 

Protease  

Amilase  

Lipase  

Celulase  

Mananase  

 

Remoção de manchas protéicas  

Remoção de manchas amiláceas  

Remoção de manchas lipídicas  

Limpeza, clareamento da cor, anti-

redeposição (algodão) Remoção de manhas 

de mananas (reaparecimento de manchas)  

Alimentos  

(incluíndo laticínios)  

Protease  

Lipase  

Lactase  

Pectina metil esterase  

Pectinase  

Transglutaminase  

Coagulação do leite, fórmulas infantis (pouco 

alergênico), sabor Sabor queijo Remoção de 

lactose (leite) Firmar produtos à base de 

frutas Produtos à base de frutas Modificar 

propriedades visco-elásticas  

Panificação  Amilase  

Xilanase  

Lipase  

Fosfolipase  

Glicose oxidase  

Lipoxigenase  

Protease  

Transglutaminase  

Maciez e volume do pão, ajuste de farinha 

Condicionamento de massa Estabilidade e 

condicionamento de massa (emulsificante in 

situ) Estabilidade e condicionamento de 

massa (emulsificante in situ) Fortalecimento 

da massa Reforço da massa, 

branqueamento de pão Bolachas, biscoitos 

Massa forte laminada  

Bebidas  Pectinase  

Amilase  

β -Glucanase  

Acetolactato descarboxilase  

Lacase  

Despectinização, trituramento Tratamento de 

suco, cerveja de baixa caloria Trituramento 

Maturação (cerveja) Clarificação (suco), 

sabor (cerveja), tratamento da rolha de 

cortiça  

Têxtil   Celulase  

Amilase  

Pectato liase  

Catalase  

Lacase  

Peroxidase  

Acabamento Denim, suavização do algodão 

Desengomagem Expurgo Branqueamento 

terminal Branqueamento Remoção do 

excesso de corante  

Papel e celulose  Lipase  

Protease  

Amilase  

Xilanase  

Celulase  

Controle de piches, controle de 

contaminantes Remoção de biofilme 

Melhoria dos processos de engomagem, 

descoloração, drenagem  

Incremento da ação alvejante Melhoria dos 

processos de descoloração, drenagem, 

alteração da fibra  

Gorduras e óleos  Lipase  

Fosfolipase  

Trans-esterificação  

Desengomação, produção de liso-lecitina  
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3.2.1 Lipases 
 

 

As lipases (E. C. 3.1.1.3) são enzimas capazes de clivar a ligação éster de triacilgliceróis, e em 

condições favoráveis realizam uma série de reações de síntese, como as de esterificação e 

transesterificação.  As lipases microbianas são as mais comumente usadas, pois possuem elevadas 

características para seu emprego em meios orgânicos (JAERGER, REETZ, 1998; SHARMA, CHISTI, 

BANERJEEA, 2001; OLIVEIRA et al., 2013). São classificadas como hidrolases e atuam sobre ligações 

éster presentes em acigliceróis, liberando ácidos graxos e glicerol, constituindo uma classe especial de 

esterases. Escolhendo a lipase adequada é possível controlar quais produtos são gerados e minimizar 

as reações secundárias devido a sua especificidade (VECCHIA, NACIMENTO, SOLDI, 2004; HASAN, F 

et al., 2006;  MULLER, 2013).  

 

Lipases microbianas constituem um dos grupos de enzimas que possuem uma imensa 

variedade de aplicações biotecnológicas, principalmente pela versatilidade de suas propriedades, no 

que se refere à atuação enzimática e especificidade ao substrato, e pela facilidade de produção em 

massa, sendo um dos grupos mais utilizados no segmento industrial (PAQUES; MACEDO, 2006; 

FEITOSA et al., 2010; FACCHIN et al.,2013). Atuam na interface entre o substrato e uma fase aquosa, 

em que a enzima é dissolvida.  

 

Enzimas hidrolíticas, como as lipases, possuem  elevadas aplicaçôes promissoras no tratamento 

de efluentes de indústrias de fabricação de doces, sorvetes, laticínios, carne de indústrias, na produção 

de fármacos, emulsificantes, alimentos, perfumaria, produção de couros, produção de aromas e 

fragrâncias, modificações de lipídeos para biodiesel e lipídeos estruturados e no pré- tratamento de 

efluentes com elevado teor de lipídeos gerados pela indústria de alimentos (MACEDO et al., 2009; 

MENDES, ALBERTON et al., 2010;   CASTRO, GIORDANO, 2013).  

 

A literatura descreve que isso acontece por atributos como alta conversão de substrato em 

produtos, facilidade de manipulação genética, rápido crescimento do micro-organismo produtor, e 

utilização de meios de cultivos baratos. O que torna as lipases microbianas ainda mais interessantes 

para aplicações industriais (HORCHANI et al., 2009; ABREU, 2013).Tendo em vista a extensa 

diversidade das lipases microbianas e a reduzida fração de identificação de micro-organismos 

encontrados na natureza, a busca por novas espécies lipolíticas vem sendo cada vez mais intensificada.  

 



Lima, B. F. Produção de lipase por Aspergillus ssp 

11 

 

 

Várias espécies de bactérias e fungos filamentosos são utilizados por secretarem lipases 

durante o crescimento em hidrófobos reciclados, substratos de baixo custo, são importantes fontes de 

aplicações industriais. As lipases são geralmente produzidas e excretadas por fermentação submersa 

ou fermentação em estado sólido (GOMES et al., 2006; NAQVI et al.,2013). 

 

A produção de enzimas lipolíticas microbianas é influenciada por fatores nutricionais e físico-

químicos. Fatores nutricionais como fontes de carbono e nitrogênio, fontes de lipídeos e óleos vegetais 

(oliva, soja, milho, azeitona e girassol). São utilizados como fontes de carbono para melhorar a 

produção da enzima. As substâncias não gordurosas não são utilizadas como fontes de carbono, a 

presença de lipídios no meio de cultura pode influenciar a atividade enzimática. Porém para obter uma 

alta produtividade na atividade lipolítica é necessário estudar cada fonte para encontrar as condições 

adequadas de elaboração dos meios de produção (FEITOSA, 2010; TOSCANO et al., .2011; SALIHU et 

al., 2012; USCÁTEGUI et al ., 2012).  

 

Apesar da ampla gama de aplicação das lipases, seu uso, assim como de qualquer 

biocatalisador, é dificultado por estarem sujeitos à perda de atividade em diferentes condições físicas, 

químicas e biológicas (CRUZ, 2007; PACHECO, 2012). Na tabela 3 estão descritas algumas das 

aplicações industriais das lipases. 

 
Tabela 3.   Aplicações Biotecnológicas de Lipases. Fonte: Adaptado de Colla; Reinehr; Costa, 2012. 

 

Indústria Ação Produto c/ou Aplicação 

Detergentes Hidrolise de Gorduras Remoção de óleos 

Derivados de Laticínios 

 

Hidrólise de gordura do leite, 

maturação de queijos, 

modificação de manteiga. 

 

Desenvolvimento de agentes 

flavorizantes em leite, queijos e 

manteiga. 

 

Bebidas 

 

Aromas 

 

Bebidas 

             Gorduras e Óleos     Transesterificação, hidrólise 

 

 

Manteiga de cacau, margarinas, 

ácido graxos, glicerol, mono, 

diglicerídios. 

 

Farmacêutica 
Transesterificação, hidrólise Lipídeos específicos, digestivos 

Cosméticos Síntese Emulsificantes, 

Papel Hidrólise Melhoria da qualidade do papel 

Limpeza Hidrólise Remoção de gorduras 

Couro Hidrólise Produtos de couro 
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Nas lipases, o sítio ativo fica localizado dentro de uma cavidade hidrofóbica que pode ser 

superficial ou profunda, de acordo com a homologia a que pertencem. Nesta cavidade se aloja o ácido 

graxo de modo a posicionar a ligação éster alinhada com o sítio ativo. Esta cavidade é geralmente 

protegida por uma “cadeia” polipeptídica que se abre, expondo o sítio ativo, quando a lipase se encontra 

na interface polar/apolar. Isto explica porque a grande maioria das lipases tem sua atividade aumentada 

sobre substratos insolúveis em água na interface óleo/água (SHARMA, CHISTI, BANERJEEA, 2001; 

RIGO, 2009; OLIVEIRA et al., 2013). 

 

A estrutura da enzima e forma do sítio ativo podem ser afetadas por qualquer agente capaz de 

provocar mudanças conformacionais na estrutura proteica, provocando assim alterações na forma do 

sítio ativo. Fatores que exercem influências desse tipo na estrutura enzimática contribuem para a 

diminuição de sua capacidade catalítica podendo ainda levar à inativação da enzima (GAUR, GUPTA, 

KHARE, 2008; CAPUTO 2012). A figura 1 mostra mecanismos interfaciais de lipases em interfaces 

hidrofóbicas. 

 

Figura 1.  Mecanismos interfacial de lipase em interfaces hidrofóbicas. 

  

 
 

                                         Fonte: RODRIGUES, 2009. 

 

 
 

3.2.2 Fermentação Submersa (FSm) 
 

 

Os processos submersos são aqueles em que o micro-organismo, ou mesmo outras células, 

desenvolvem-se em meio de cultura com excesso de água sob agitação. As fermentações são conduzidas 

em biorreatores agitados mecanicamente, com volumes que podem chegar a 1000 m3. (KIRK, 

BORCHERT, FUGLSANG, 2002; CASTRO, PEREIRA JUNIOR, 2010; FAHEINA JUNIOR, 2012). O termo 
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fermentação, diferentemente de sua definição bioquímica, é utilizado na área de engenharia em processos 

tanto aeróbio como anaeróbios (HÖLKER, HÖFER, LENZ, 2004; CAMELINI, 2010). 

 

A fermentação submersa é tradicionalmente utilizada para produção de enzima, pois há melhor 

controle de alguns parâmetros importantes do processo como pH e crescimento celular, além de ser 

facilitada a recuperação de enzimas extracelulares e a determinação  da biomassa. É principalmente 

utilizada em fermentações bacterianas (FERNANDES, 2006; OLIVEIRA; WATANABE; RODRIGUES, 

2011). 

 

Este processo é o mais empregado para a produção de enzimas lipolíticas devido à facilidade dos 

micro-organismos crescerem em condições controladas de pH e temperatura. A produção de enzimas 

lipolíticas pode ser realizada em diferentes sistemas, como em escala laboratorial em frascos agitados e 

agitadores de bancada, como em escala industrial, ou fermentações industriais (ELLAIAH et al., 2004; 

KANWAR et al., 2002; MAHADIK, 2004; FEITOSA, 2009). 

 

A fermentação submersa tem aplicações industriais, na área de alimentos e farmacêutica para 

obtenção de agentes flavorizantes, polissacarídeos, vitaminas, enzimas, ácidos orgânicos e antibióticos. 

Na FSm  de micro-organismos os  principais fatores que afetam o processo são a disponibilidade de 

carbono,  tais como açúcares e outros carboidratos, fontes orgânicas e inorgânicas de nitrogênio, íons 

inorgânicos como fosfato, magnésio, ferro, cobre, manganês e zinco que são  necessários para o 

crescimento.  

 
 
3.2.3 Micro-organismos Produtores de Lipases 
 
 

A literatura descreve que diversos fungos filamentosos isolados de solo são considerados 

produtores de lipase e vêm sendo utilizado em técnicas de culturas de enriquecimento. Uma revisão 

recente tem proporcionado uma visão abrangente das fontes, isolamento, purificação e aplicações de 

lipases fúngicas. A habilidade de degradação de compostos por micro-organismos é consequência da 

evolução dos sistemas enzimáticos de células procariotas e eucariotas, coexistindo com uma enorme 

variedade de substâncias naturais de diferentes origens. Esta diversidade de substratos potenciais ao 

crescimento resultou, então, no aparecimento de enzimas aptas a transformar moléculas orgânicas com 

estruturas bastante distintas (BOUWER; ZEHNDER, 1993; LINK, ONOFRE, 2010; NAGARAJAN, 2012).  
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 Estes microrganismos estão presentes em todos os ambientes e são economicamente 

importantes no campo da medicina, da fitopatologia e da indústria, além de serem ecologicamente 

importantes como decompositores (VECCHIA, FONTES, 2007). Os fungos filamentosos se destacam 

devido à sua facilidade de cultivo, por secretarem suas enzimas diretamente no meio em que se 

encontram, não necessitando de ruptura celular para sua liberação. Adicionalmente, apresentam 

elevados níveis de produção enzimática, com grande potencial para diversas aplicações industriais 

(POLIZELI et al., 2005, GUIMARÃES et al., 2006; STROPARO, 2012). 

 

Nos micro-organismos, as lipases podem apresentar atividade fosfolipídica, sendo utilizadas 

como mecanismo de defesa, ácidos graxos livres são liberados e auxiliam na adesão tecidual célula-

célula e célula-hospedeira (SAXENA et al., 2003; JAEGER , KOLMAR, 2005; MESSIAS et al., 2011). 

processos biotecnológicos industriais e ambientais tem sido uma das alternativas mais viáveis 

empregadas nos últimos anos, devido as suas inúmeras vantagens apresentadas como: a elevada 

capacidade fisiológica de reprodução e produção de diversas substâncias em diferentes temperaturas, 

pHs e meios de cultivo (CETEM, 2011; SILVA et al., 2012). 

  

O uso de micro-organismos como fonte biotecnológica de enzimas relevantes para processos 

alimentícios tem estimulado o interesse na exploração da atividade enzimática extracelular. Dentro 

deste contexto, os fungos desempenham importante papel no processo de bioconservação, pois podem 

reduzir a quantidade de resíduos, minimizarem a poluição, formar produtos de interesse às indústrias de 

alimentos, papel, fármacos, entre outros (RAJENDRAN, PALANISAMY, THANGAVELU, 2009; CRUZ, 

2012). 

  

Os fungos filamentosos são reconhecidos como fontes de lipases extracelulares, facilitando a 

recuperação da enzima a partir do caldo de cultura. Assim, a produção de lipase depende largamente 

de micro-organismos, práticas de cultura (fermentações líquidos ou sólidos), composição do meio e 

biorreator. Os micro-organismos secretam lipase durante o crescimento em resíduos orgânicos e agro-

industriais que são como fonte significativa de nutrientes que podem servir como meios de crescimento 

na produção de lipase. No entanto, a disponibilidade de lipases possuindo características adequadas 

para uma aplicação específica ainda é um fator limitante (ALONSO et al, 2005, SALIHU et al, 2012). 

 

A literatura reporta que uma variedade de micro-organismos é capaz de produzir enzimas, 

através da fermentação, em condições experimentais definidas. Entretanto, a quantidade de enzima 

produzida, na maioria dos casos somado ao custo associado ao meio de cultivo inviabiliza a 

transposição do processo para escala industrial. Dessa forma, a identificação de micro-organismos que 

produzam quantidades de enzimas, bem como a busca por meios de cultivo de baixo custo, torna-se 
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oportuna para aperfeiçoar a produção industrial de enzimas de interesse biotecnológico gerando 

economia no processo produtivo (OLIVEIRA et al, 2007, JESUS et al, 2013). 

  

A produção de lipase extracelular microbiana depende das condições de cultivo como a 

quantidade de nitrogênio e carbono disponíveis, a presença de sais inorgânicos que pode estimular ou 

inibir a produção da enzima, ou a disponibilidade de oxigênio dissolvido e o arejamento.  Os fatores 

ambientais como o pH e temperatura também  são importantes para  a produção. Fungos filamentosos 

podem ser produtores de enzimas de importância biotecnológica e enzimas produzidas por esses micro-

organismos apresentam caacterísticas importates para a aplicação em bioprocessos (SILVA, 2012; 

RESENDE te al, 2013). 

  

De forma geral, as lipases podem ser extraídas de diferentes fontes, microrganismos, animais e 

vegetais. As produzidas por fontes microbianas são as mais utilizadas, que são mais comuns na 

natureza e podem ser isolados de diversos habitats,  sendo especilamente valorizadas por serem 

estracelulares o que facilita  sua recuperação do meio de cultivo (MAHADIK et al., 2002; CARVALHO et 

al., 2003; COLLA, REINEHR; COSTA, 2012). 

   

  os micro-organismos mais descritos como  bons a produtores  de lipases são fungos dos 

gêneros  Rhizopus, Aspergillus, Penicillium, Geotrichume, Fusarium.  Mucor e leveduras do gênero 

Yarrowia lipolítica e bactérias como Bacillus. Micro-organismos de uma mesma linhagem possuem o 

potencial de produzir enzimas com características completamente ou parcialmente diferenciadas, e por 

este motivo a busca por novas fontes microbianas continua sendo foco de vários pesquisadores 

(BARBOSA, 2011). A Tabela 4 descreve gêneros de micro-organismos produtores de lipase. 

 

       Tabela 4.  Micro-organismos produtores de lipase.    Fonte: WOLSKI, 2009 

Micro-organismo Atividade lipolítica Autor/Referência 

Aspergillus niger       4,29 U/mL ELLAIAH et al (2004) 

Ralstonia pickettii                                8,5 U/mL HEMACHANDER et al (2001)                          

Penicillium simplicissimum           2,4 U/mL  SZATAFER et al (1992) 

Candida rugosa                                     14,9 U/mL BENJAMIN E PANDEY (1997)                        

Aspergillus niger                                    4,1 U/mL MAHADIK et al (2004)                                  

Rhizopus arrhizus        3,15 U/mL YANG et al (2005)                                        

Penicillium verrucosum                          3,15 U/mL KEMPKA et al (2008) 
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3.3 Gênero Aspergillus  

 

3.3.1 Características Gerais 
 

 

O gênero Aspergillus, consiste de fungos filamentosos, espécies descritas como anamorfos 

(reprodução assexuada) e de dispersão cosmopolita, podendo ser encontrados principalmente em 

material vegetal em decomposição. Atualmente são conhecidas aproximadamente 250 espécies, 

demonstrando a grande diversidade e variabilidade encontradas no gênero.  Pertencentes ao reino 

Fungi, filo Ascomycota, ordem dos Eurotiales, família Trichocomaceae e gênero Aspergillus.  Pertencem 

também ao grupo dos hyalihyphomyces, os quais formam esporos. É considerado “tropical”, devido ao 

fato de ser muito encontrado em países desta natureza e que possuem uma grande variação de 

temperatura (RITTER, 2007; MARTINS 2012).   

 

Suas colônias podem apresentar coloração branca, rosada, amarela, amarelo-esverdeada, 

amarronzada ou verde. Entre as espécies mais conhecidas, encontram-se o Aspergillus flavus, A. niger, 

A. oryzae, A. nidulans, A. fumigatus, A. clavatus, A. glaucus, A. ustus, A. versicolor A. sojae, A. 

awamori, A. usamiy, A. kawachii.  É um dos gêneros mais utilizados na indústria da biotecnologia por 

seus elevados níveis de secreção de proteína para a produção de enzimas microbianas na utilização 

alimentar.  Algumas espécies são usadas tradicionalmente no norte da África, na fermentação de grãos 

para a produção de alimentos e bebidas (GUPTA et al., 2003; PANDEY et al., 2005; SOARES et al., 

2010; VITA, 2013). 

           

Figura 2.  Imagem do gênero Aspergillus sp. 

 

Fonte adaptado: LACAZ et al., 2008. 
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Consequentemente são os mais estudados devido a sua elevada capacidade de fermentação e 

altos níveis de produção enzimática, principalmente aquelas utilizadas na hidrólise de polissacarídeos 

da parede celular das plantas e na indústria de alimentos. Em particular, tem sido utilizado com muito 

sucesso para a produção de proteínas recombinantes, tanto de origem fúngica como de outras fontes, e 

podem ser cultivados em larga escala em fermentadores industriais. Entre os fungos microscópicos 

esse gênero é conhecido por sua ubiqüidade e caracterizado ela formação abundante de esporos. 

(LOPES, 2011; GOTTSCHALK et al., 2013). Encontrados em solos de clima temperado, contêm um 

gene que codifica uma ação positiva e regula a transcrição de aflatoxinas. (SUBHASH, MOHAN, 2011; 

OLIVEIRA, 2013). 

                                    Figura 3. Morfologia representativa do gênero Aspergillus 

                                                          

Fonte Adaptado: ROCHA, 2010. 

 

 Estudos realizados por SANTOS, LINARDI, 2004; SILVA, RONDON, 2013 utilizaram fungos dos 

gêneros Aspergillus, para biodegradação de compostos fenólicos, pois são capazes de degradar 

compostos aromáticos em seu metabolismo por meio de enzimas catabólicas celulases, lacases, 

proteases e fenol-hidroxilases. 

 

Cerca de 50 novas espécies de Aspergillus foram descritas desde 2000, com base em 

característica morfológica e molecular, sendo muitos deles morfologicamente indistinguíveis. Os 

critérios morfológicos utilizados para a classificação da espécie do gênero Aspergillus baseiam-se na 

utilização de meios de culturas e diferenciais que temperaturas de incubação no desenvolvimento de 

características que podem ser úteis para a sua identificação RODRÍGUEZ, 2007; ALVARENGA et al, 

2012).  
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3.3.2 Aspergillus sp   
 

 

 Reproduzem-se por meio de ciclos assexuados; nessa última forma, as hifas originam 

ramificações denominadas conidióforos, local de armazenamento e desenvolvimento de esporos. O 

conhecimento da forma e tamanho dessas estruturas reveste-se de grande importância em 

microbiologia, visto que a observação dessas características, peculiares a cada gênero ou espécie, 

proporcionará facilidades no processo de identificação dos fungos. Esta espécie apresenta-se como um 

bom produtor de lipase extracelular por ter capacidade de fermentar uma grande variedade de matérias 

primas (ANDREATTI FILHO, 2007; SBARDELOTTO et al., 2013.)  

 

 Alguns dos fungos produtores de lipase comercialmente mais importantes são reconhecidos 

como pertencentes ao gênero Aspergillus sp. A produção de lipase por fungos filamentosos varia de 

acordo com a composição do meio, condições de cultura, o pH, temperatura, e o tipo de fontes de 

carbono e nitrogênio (MACIEL, 2006; WEINGARTNER, 2010 TREICHEL et al, 2010). 

 

Os gêneros de fungos filamentosos são considerados importantes agentes decompositores de 

materiais lignocelulolíticos e encontrados em abundância nos solos. Estes grupos de microorganismos 

não representam um grupo predominante no solo, e sua ocorrência está condicionada a fatores como 

pH, umidade e quantidade de matéria orgânica (ZILLI, 2003; BARROS, 2012).  

 

 

Figura 4. Corpo de frutificação do fungo Aspergillus sp. Visto ao microscópio óptico.  

 

 
                                              Fonte: Adaptado BARROS, 2012. 
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3.4 CAATINGA 
 

 

 A caatinga é a vegetação predominante na região Nordeste, cobrindo 54,53% dos 

1.548.672Km2 de área. Envolvendo áreas dos estados do Ceará, Rio Grande do Norte, Paraíba, 

Pernambuco, Alagoas, Sergipe, sudoeste do Piauí e partes do interior da Bahia e do Norte de Minas 

Gerais. Esse bioma possui características restritas e peculiares que vêm confirmar sua exclusividade de 

ocorrência no território brasileiro (ANDRADE et al., 2007; RODAL, COSTA, SILVA, 2008;  MARANGON 

et al., 2013). 

 

Mesmo com a existência de vários estudos, parece consensual a falta de uma definição clara de 

“Caatinga”, que seja oficialmente aceita e reconhecida pela maioria dos estudiosos do tema. A 

precipitação anual varia de 150mm a 1300mm e média de 700mm. A temperatura média está em torno 

de 28C, com mínima de 8 e máxima ao redor de 40ºC, e umidade relativa do ar em torno de 60%. Os 

solos predominantes da região são classificados como latossolos, litólicos, podzólicos, brunos não 

cálcicos, areias quartzosas e os planossolos solódicos. Quimicamente, podem ser adequados, mas, 

normalmente apresentam restrições físicas, drenagem irregular, acidez e pouca vocação agrícola 

(ARAUJO FILHO et al., 2002; PEREIRA FILHO et al, 2013). 

 

 

O solo armazena organismos vivos e proporciona altas taxas metabólicas que ocorrem em seu 

interior, por existirem raízes e decomposição da matéria orgânica. É nesta região, a da rizosfera, onde 

existe maior atividade microbiana, em razão da presença de exsudatos e secreções radiculares, que 

representam a maior parte do carbono disponível para os micro-organismos. Sem a influência das 

raízes e da atividade da biota que funcionam de forma simbiótica, o solo pode ser considerado 

oligotróficos ou relativamente pobre em fontes de carbono disponíveis (ARAÚJO, MONTEIRO, 2007; 

BARROS, 2012). 

 

A reciclagem de nutrientes acumulados na superfície do solo desempenha um importante papel 

para obtenção de micro-organismos como, por exemplo, os fungos conidiais, que são ótimos 

decompositores deste ambiente. Apesar das condições extremas, estudos comprovam que a caatinga é 

rica em espécies de animais e vegetais, embora apresente condições de solo bastante alterado pela 

perturbação e degradação ambiental causada pelo uso irracional dos recursos naturais o que tem 

levado à rápida perda de espécies e de processos ecológicos importantes para a manutenção dos seus 
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ecossistemas (GIONGO et al., 2012; MELLO et al., 2012). 

 

De acordo com o instituto Brasileiro de geografia e Estatística é o Bioma mais representativo do 

Semiárido Tropical Brasileiro, sendo considerado um bioma completamente Brasileiro possui um dos 

tipos vegetacionais brasileiros mais complexos, cujas características principais são florestas arbóreas 

ou arbustivas, compreendendo principalmente árvores e arbustos baixos muitos dos quais apresentam 

espinhos, microfilia e características xerofíticas (figura 4). Obtendo-se assim uma enorme 

biodiversidade de micro-organismos, os fungos, por exemplo, têm um importante papel na ciclagem dos 

nutrientes acumulados na superfície do solo. (IBGE, 2010; GIONGO et al., 2012). A figura ilustra o 

bioma da caatinga de Pernambuco. 

                            

 

                                    Figura 5. Caatinga de Pernambuco. 

 

Fonte: CORREIA 1996. 
 

 

A imensa diversidade de micro-organismos existentes em regiões pouco estudadas como a 

caatinga do Estado de Pernambuco, justifica a busca por novos produtores de enzimas. O clima semi-

árido submete sua biota a condições climáticas extremas, parte do conjunto de ecossistemas de 

latitudes tropicais e subtropicais, a vegetação predominante da caatinga torna a cadeia alimentar de 

sistemas áridos baseada primariamente nos fungos (CRUZ; GUSMÃO, 2009, BOTTCHER; 

BONSCHERUER, 2010; IPA, 2012). 
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3.5 UTILIZAÇÃO DE RESÍDUOS AGROINDUSTRIAIS 
 

 

A redução nos custos de produção tem sido uma das formas de ampliar o uso de enzimas em 

diversos segmentos industriais. A otimização da fermentação e do processo de produção, têm sido alvo 

de extensas pesquisas e, nesse sentido, a utilização de resíduos agroindustriais como substratos 

alternativos em processos fermentativos vem sendo estudado por diversos pesquisadores (SOCCOL, 

VANDENBERGHE, 2003; OLIVEIRA et al., 2007; SILVA et al, 2012). 

 

O aumento da conscientização ecológica, iniciado no final do Século XX, deixou claro que o 

grande desafio da humanidade para as próximas décadas é equilibrar a igualdade social e a 

sustentabilidade ambiental. Consequentemente o desenvolvimento de tecnologias limpas visando à 

produção de compostos orgânicos com aplicações industriais, a partir de recursos renováveis deve se 

tornar a nova matriz da produção industrial como é o caso da biomassa vegetal (BOTELLA et al., 2007; 

SANTOS et al., 2012).  

 

A grande expansão agroindustrial, paralela à utilização dos recursos ambientais tem mobilizado 

vários segmentos da sociedade para a correta gestão ambiental destes, e assim tem-se aplicado 

políticas ambientais, a fim de diminuir impactos negativos a natureza. O termo resíduo, geralmente, é 

associado a lixo, porém, sabe-se hoje que os resíduos sólidos são considerados como aqueles que 

possuem valor econômico agregado, por possibilitarem seu reaproveitamento, viabilizando os resíduos 

da biomassa transformados em matéria prima para diversos outros processos (SILVA et al., 2011; 

SCHNEIDER et al., 2012).  

 

O resíduo necessita de destino adequado, e sua disposição no meio ambiente, através de 

emissões de matéria e energia depositada na atmosfera, água ou solo deve ocorrer nos padrões da 

legislação ambiental. Cada país ou região possui um resíduo específico devido à sua atividade agrícola 

ou industrial. Os resíduos agroindustriais após o processamento de matérias-primas apresentam maior 

valor agregado, e pela vocação natural que o Brasil possui para sua geração acredita-se que o potencial 

de ganhos para o país seja de grandes proporções (PELIZER et al., 2007; CASTRO,2010; STROPARO, 

2012; GONZALES et al., 2013). 

 

Devido à elevada demanda pela industrialização e consequente exploração dos recursos 

naturais, uma quantidade muito elevada de resíduos tem se acumulado no meio ambiente. Resíduos 

orgânicos que não são reciclados podem ser reaproveitados, em muitos casos, como ingredientes em 

formulações de novos produtos e, por processos biotecnológicos, pode ser valorizado quando utilizados 
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como substratos para a geração de produtos como enzimas e antibióticos. Resíduos gerados nas 

atividades agroindustriais sejam eles sólidos ou líquidos, em virtude de serem ricos em matéria orgânica 

e nutrientes são utilizados pelas plantas e micro-organismos do solo (PRIMO et al., 2010; SANTOS et 

al, 2012). 

 

O processo de enriquecimento em rejeitos agroindustriais utilizando-se micro-organismo pode 

ser realizado através de uma fermentação (cultivo) que possibilite a utilização desses rejeitos como 

substrato. Porém devem-se criar, após o enriquecimento, condições nas quais o resíduo enriquecido 

esteja protegido e livre das ações maléficas dos fatores que condicionam sua deterioração (CAMPOS et 

al., 2005; CAMPOS et al., 2012; HOFSKY,2013). 

 

Esses resíduos gerados podem ser usados como substrato para o crescimento celular. A 

matéria orgânica presente neste material é usada como fonte de energia para o crescimento e o 

carbono para a síntese de biomassa e dos produtos do metabolismo microbiano. Vários resíduos 

agroindustriais podem ser utilizados como substrato, como o bagaço de laranja, farelo de trigo e de 

arroz, farelo de soja, polpa de maça, polpa de café, quirela do milho, bagaço de cana, bagaço de 

abacaxi, pedúnculo de caju etc (PANDEY 2002; TAVARES, 2012). 

 

A obtenção de novos materiais, produtos, co-produtos e substâncias químicas a partir de 

resíduos agroindustriais têm encontrado espaço e vem sendo desenvolvida. Além da ampliação do 

mercado, pela disponibilização e valorização de novos produtos, o desenvolvimento de novos usos de 

produtos agropecuários e de tecnologias que revertam o conceito de resíduo para o de matéria-prima 

para a produção de novos materiais é imprescindível para otimizar a eficiência do  agronegócio além de 

reduzir o impacto ambiental(SOFFNER, 2001; REGINA et al., 2009; F.ROSA. M. et al., 2011). 

 
 
3.5.1 FARELO TRIGO 
 
 

No Brasil, aproximadamente 10 milhões de toneladas de trigo são beneficiadas por ano. Desse 

total, cerca de 75% é destinado à produção de farinha de trigo utilizada na alimentação humana, e os 

25% restantes são considerados resíduos, comumente vendidos como farelo de trigo, segundo 

pesquisa realizada pela Associação Brasileira da Indústria do trigo (2012).Os subprodutos do 

processamento do grão de trigo (farinheta, farelo fino e farelo grosso) apresentam diferentes 

granulometrias e composições nutricionais.(ROSTAGNO et al., 2011; WESENDONCK, 2013). 
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Este ingrediente compreende as camadas mais externas do grão, incluindo a aleurona e algum 

endosperma aderido, sendo constituídos principalmente por arabinoxilanas (36, 5%) celulose (11%), 

lignina (3 a 10%) e ácidos urônicos (3 a 6%), além das proteínas. As arabinoxilanas do farelo de trigo 

apresentam conhecida propriedade de reter água e promover a viscosidade em soluções (BERGMANS 

et al., 1996; FERREIRA, 2013). 

   

Como o consumo do trigo não se dá de forma direta, os grãos precisam ser processados através 

da moagem e refinamento para obtenção da farinha de trigo. É do interior dos grãos que é extraído a 

farinha. Neste processo, o resíduo gerado é a casca do grão, também conhecido como farelo de trigo. A 

farinha é comercializada para fins industriais e alimentícios enquanto o farelo é comercializado, sendo 

incorporado em rações animais, tendo em vista ser um material rico em fibras e proteínas (LIMA, 2003; 

GRAZIELA SILVA, 2007; ROSTAGNO et al., 2011). 

 
 
3.5.2 FARELO DE ARROZ 
 

O farelo de arroz é obtido por meio de processos de parbolização do arroz. Neste processo o 

grão do arroz com casca é submetido ao tratamento hidrotérmico. O procedimento é feito geralmente 

quando o rendimento do grão de arroz inteiro é reduzido pela quebra do grão durante o descasque 

(SILVA et al., 2006; PACHECO, 2013). 

 

O farelo de arroz é um dos resíduos gerados durante o processo de beneficiamento do grão de 

arroz. Possuem quantidades significativas de carboidratos, proteínas, lipídios, fibras insolúveis, 

vitaminas e minerais (SAUNDERS, 1990; LACERDA et al., 2010).  As fibras do farelo de arroz são 

componentes que possuem boa capacidade de absorção de água e óleo e por isso podem contribuir 

para o desenvolvimento de uma enorme variedade de produtos industrializados que requerem estas 

propriedades. Algumas aplicações desse resíduo, como para nutrição animal, extração de proteína para 

uso alimentício e emulsificante, já são utilizadas como formas de valorização ((SOARES JUNIOR et al, 

2008; NUNES et al., 2012). 

 

  Um dos subprotudos do beneficiamento do arroz tem grande potencial de tornar-se 

matéria-prima de baixo custo, enquadrando-se nos princípios da Química Verde (Química 

Sustentável) com importância fundamental na transição para uma matriz energética renovável e de 

baixo impacto ambiental (ZULLAIKAH et al., VICH, MANSOR,2009; PEREIRA, 2013) 
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 3.5.3 ÓLEOS RESIDUAIS VEGETAIS 
 

  Uma variedade de subprodutos, incluindo derivados de óleos vegetais, resíduos de destilaria de 

óleos tem sido utilizados na produção de muitos metabólicos microbianos. A disponibilidade e o tipo de 

matéria prima podem contribuir consideravelmente para custo de produção. Por outro lado, são 

despejados resíduos poluentes a cada ano por todo o mundo. O tratamento e a remoção destes 

resíduos também apresenta um alto custo para várias indústrias (MUKHERJEE et al.,2006; 

SOBRINNHO, 2007).   

    

  

Os óleos alimentares usados são uma matéria prima alternativa promissora aos óleos virgens, 

porque são mais baratos.  Por outro lado, com a sua valorização não será necessário suportar os custos 

decorrentes da sua eliminação e/ou tratamento. No processo de fritura, o óleo é aquecido a altas 

temperaturas durante períodos relativamente longos. Por vezes, devido razões econômicas, o mesmo 

óleo é usado inúmeras vezes, o que acarreta diversas alterações físicas e químicas (FELIZARDO et al., 

2006; LAM, LEE,  MOHAMED 2010). 

  

  Algumas alterações físicas são observadas durante o aquecimento do óleo, o aumento da 

viscosidade, aumento do calor específico, alteração da tensão superficial e da cor. As reações que 

podem ocorrer são de três tipos: oxidação, polimerização e hidrólise. Triglicerídeos presentes no óleo 

são compostos orgânicos oxidáveis. A oxidação acelerada pela temperatura e pela luz provoca o 

envelhecimento do óleo devido ao contato com o oxigênio atmosférico. Quando o óleo é constituído por 

moléculas insaturadas, é mais propícia a ocorrência da sua oxidação, bem como a produtos 

degradados ( ALZUHAIR, 2007; OLIVEIRA, 2010). 

 

A utilização dos rejeitos de óleo de fritura oriundos de restaurantes e empresas de gêneros 

alimentícios apresenta-se como uma alternativa para reciclagem deste contaminante ambiental devido a 

sua abundância e aos baixos custos. As propriedades dos óleos residuais podem variar em função de 

diversos fatores e podem influenciar na produção de vários bioprodutos. Uma vez constatado que o óleo 

já não é mais apropriado para consumo, o mesmo não deve ser descartado na rede pública de esgoto, 

pois provoca impactos ambientais significativos. Os óleos nos esgotos pluviais e sanitários emulsificam-

se com a matéria orgânica, ocasionando entupimentos em caixas de gordura e tubulações (SABESP, 

2011; WEBER, 2013). 
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RESUMO: O setor de produção de enzimas microbianas tem crescido nas últimas décadas, motivado pela 
crescente utilização de enzimas nos diversos segmentos industriais. Novas iniciativas em pesquisa e 
desenvolvimento resultam na produção de diversos novos produtos e no aprimoramento dos processos e 
desempenho de produtos já existentes no mercado. Os fungos filamentosos compõem o grupo de micro-
organismos com maior número de espécies produtoras de compostos biotecnológicos utilizados em diversos 
ramos industriais e apresentam uma imensa variedade morfológica e um elevado potencial bioquímico e 
fisiológico. O gênero Aspergillus se destaca por apresentar um elevado potencial na produção de bioprodutos de 
alto valor agregado, principalmente em enzimas microbianas. A seleção adequada dos nutrientes na elaboração 
dos meios de produção de lipase envolve uma série de estudos prévios para introdução de substratos que 
quimicamente sejam constituídos de ácidos graxos de cadeia longa, e possam produzir a enzima em maiores 
quantidades. A Caatinga é uma região pouco explorada biotecnologicamente, possuindo uma imensa população 
microbiana que apresenta um elevado potencial enzimático desconhecido. Foram realizados ensaios de seleção 
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utilizando 6 meios de produção diferentes para produção de lipase, utilizando as amostras denominadas SIS 10 e 
SIS 16 isoladas da Caatinga de Pernambuco. Os ensaios de produção ocorreram a 150 rpm, 28ºC, durante 144 
horas. Os resultados obtidos evidenciaram que o melhor meio testado foi o meio 4 com a amostra SIS 16, obtendo 
uma produção de 2,16 U/mg de lípase.O estudo da seleção de meios de produção de enzimas microbianas é um 
recurso necessário para obtenção de novos meios com elevado potencial de produção. 
 
PALAVRAS-CHAVE: seleção de meios, Aspergillus, lipase fúngica.  
 
ABSTRACT: In last decades the area of microbial enzymes production has grown as a function of the increasing use 
of enzymes in various industrial segments. New insights in the research and development result in the production 
of several new products and improve processes and performance of existing products on the market. Filamentous 
fungi are a group of microorganisms with a high number of species that produce biotechnological compounds used 
in various industries and present a high variety of morphological, biochemical and physiological potential. The 
Aspergillus genus exhibits a high potential for the production of high value-added bioproducts, especially enzymes. 
The selection of the nutrients for media related to lipase production involves a number of prerequisites for 
introducing substrates chemically consisting of long-chain fatty acid, and result in a high enzyme content. The 
Caatinga is a Biome little explored biotechnologically having an immense microbial population with a high and 
unknown potential for enzymes productivity. Screening studies were conducted using 6 different production media 
for lipase using isolates named SIS 10 and SIS 16 obtained from soil Caatinga of Pernambuco. The production 
trials occurred at 150 rpm, 28 °C, during 144 hours. The results showed that the isolate SIS 16 grown in medium 4 
presented an activity of 2.16U/mg lipase. The study the culture media selection for microbial production of enzymes 
is a necessary tool for the new media composition with a high production potential 
 

KEYWORDS: media selection, Aspergillus, fungal lipase  
 

 

1 INTRODUÇÃO 

A utilização de diferentes tipos de enzimas nas 

indústrias tem surgido como uma das possibilidades 

de tornarem os processos tecnológicos mais 

eficientes, com elevados rendimentos e sem causar 

grandes danos ao meio ambiente (HASAN et al., 

2006; NIGAN, 2013). A demanda mundial de utilização 

dessas enzimas tem crescido anualmente, sendo mais 

de 90% do seu comércio efetuado pelos países como 

Estados Unidos, Europa e Japão. Existe uma 

expectativa de crescimento deste mercado e espera-

se para os próximos anos, gastos superiores a 2,7 

bilhões de dólares, com previsões futuras de aumento 

em torno de 4% (JOHANNES, ZHAO, 2006; IYER, 

ANANTHANARAYAN, 2008; DEMAIN, ADRIO, 2008; 

LI et al., 2012; ADRIO, DEMAIN, 2014).  

 

As lipases (E.C.3.1.1.3) são enzimas que catalisam a 

hidrólise de gorduras e óleos, liberando ácidos graxos, 

diacilgliceróis, monoacilgliceróis e glicerol (HASAN, 

SHAH, HAMEED, 2006; COLLA, REINEHR, COSTA, 

2012), possuindo a capacidade de catalisar reações 

de esterificação, transesterificação e interesterificação 

em solventes orgânicos (VILLENEUVE et al., 2000; 

CARVALHO et al., 2000; SATOH et AL., 2002; AKOH  

et al., 2004; BASSEGODA et al., 2010; STERGIOU et 

al., 2013). Esta classe de enzimas é produzida por 

animais, vegetais e diversos gêneros de micro-

organismos (POKORNY, FRIEDRICH, 1994; GUPTA 

et al., 2004; ZHAO et al., 2013), sendo definidas 

quimicamente como carboxilesterases, que hidrolisam 

acilgliceróis de cadeia longa, ou seja, com cadeia acila 

constituída por mais de 10 átomos de carbono. 

Enzimas que apresentam a capacidade de hidrolisar 

apenas acilgliceróis de cadeia com menos de 10 

carbonos, são denominadas genericamente como 

esterases (THEIL,1995; VERGER, 1997; REIS et al., 

2009; GHALY et al., 2010; SCHRECK, GRUNDEN, 

2013).  

Esse grupo de enzimas possui diversas aplicações 

industriais, através de sua utilização na produção de 

alimentos, detergentes (hidrólise de gorduras), 
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cosméticos (remoção de lipídeos), tratamento de 

efluentes (decomposição e remoção de substâncias 

oleosas). Também são utilizadas como 

biocatalisadores ideais em química orgânica, química 

fina (síntese de ésteres), indústria farmacêutica e na 

produção de aditivos alimentares (intensificação de 

aromas) (HOUDE et al., 2004; HASAN et al., 2006; 

TREICHEL et al., 2010; ANBU et al., 2013; LOU  et al., 

2013; CIRIMINNA, PAGLIARO, 2013; SHARMA, 

KANWAR, 2014). 

 

As lipases microbianas são consideradas versáteis, 

pois apresentam uma série de vantagens em relação 

as lipases produzidas por células animais e vegetais 

(SETH, et al., 2014), que vão de um elevado 

rendimento de conversão do substrato em produto, 

grande versatilidade de adaptação às condições 

ambientais, e devido à sua capacidade de realizar 

reações de catálise em condições extremas de 

temperatura e pH e solventes orgânicos com quimio-, 

regio- e enantioseletividade (BERGLUND, 2001; 

MURALIDHAR et al., 2002;  JAEGER, EGGERT, 

2004; SHARMA, KANWAR, 2014).  

 

A estrutura química e as características cinéticas das 

lipases microbianas produzidas variam dependendo 

do micro-organismo, gênero, espécie, e da 

composição do meio de produção utilizado 

(BENJAMIN, PANDEY, 2001; TAVARES et al., 2011, 

MASSADEH, SABRA, 2011; GARCIA-GALAN et al., 

2013; FICKERS, NICAUD, 2013). 

 

A seleção adequada dos nutrientes presentes na 

elaboração dos meios de produção de lípase envolve 

uma série de estudos prévios para introdução de 

substratos que quimicamente sejam constituídos de 

ácidos graxos de cadeia longa, ou seja, ligações 

ésteres tríplices para que ocorra uma maior produção 

Os substratos naturais utilizados na composição de 

meios de produção de lipases são óleos e gorduras 

contendo triacilgliceróis constituídos de ácidos graxos 

de cadeia longa, ou seja, ligações ésteres tríplices, 

enquanto esterases atuam sobre um único tipo de 

ligação éster, liberando ácidos graxos de baixo peso 

molecular (BORNSCHEUER, KAZLAUSKAS, 2004; 

HULT, BERGLUND, 2007). Deve-se enfatizar que a 

maioria das lipases pode hidrolisar os substratos de 

esterases, enquanto o inverso não é verdadeiro 

(JAEGER; DIJKSTRA; REETZ, 1999; PANDA, 

GOWRISHANKAR, 2005; JEGANNATHAN, NIELSEN, 

2013). 

 

Fungos filamentosos do gênero Aspergillus se 

destacam como excelentes produtores de metabólitos 

secundários de interesse industrial e ambiental, pois 

apresentam uma elevada taxa de crescimento e uma 

grande termotolerância, o que favorece estudos de 

seleção e produção de bioprodutos de alto valor 

agregado (BERKA et al., 1992; WARD et al., 2005; 

LOTFY et al., 2007; MATA-GOMEZ et al., 2009; 

DHILLON et al., 2012; GOSWAMI et al., 2012; 

CHAVAN, DESHPANDE, 2013; MALDONATO, 

MACEDO, RODRIGUES, 2014). 

 

Este trabalho teve por objetivo selecionar meios de 

produção de lipase utilizando amostras de Aspergillus 

sp isoladas da Caatinga de Pernambuco. A produção 

da enzima foi realizada através de fermentação 

submersa. 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1  Micro-organismos 

Foram utilizadas culturas de fungos filamentosos do 

gênero Aspergillus sp isolados da Caatinga de 

Pernambuco denominados de SIS 10, 11,14, 15 e 16 

previamente catalogados no Banco de Culturas da 

Universidade Católica de Pernambuco (UNICAP), 

localizado no Núcleo de Pesquisas em Ciências 

Ambientais e Biotecnologia (NPCIAMB). As culturas 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Berka%20RM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1504596
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Berka%20RM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1504596
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ward%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1504596
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foram mantidas em meio Ágar Sabouraud Dextrose 

(ASD), com a seguinte composição: dextrose (40 g/L), 

peptona (10 g/L), ágar (20 g/L), água destilada 1000 

mL e pH 7,0. 

 

 

2.2. Seleção de amostras produtoras de lipase 
 

Foi utilizada a metodologia de Hankin, Anagnostakis 

(1975), utilizando o meio para a detecção da atividade 

lipolítica (g/L): Peptona(10g);Cloreto de sódio (5,0g) 

Cloreto de cálcio dihidratado (0,1 g) Ágar (20g) Tween 

20 (0,1); água destilada (1000 mL); pH 6,0. O meio de 

cultura foi distribuído em placas de Petri, e após a 

solidificação foi feito um furo no centro das placas, 

cujo diâmetro foi de 0,8cm. Foram preparadas 

suspensões espóricas com as duas amostras (SIS 10 

e SIS 16) e inoculados 100L da suspensão nos 

poços. As placas foram incubadas em diferentes 

temperaturas (28ºC, 37ºC) durante 96 horas. O 

aparecimento de um halo claro em torno das colônias 

utilizadas evidenciava a presença da enzima. Todos 

os ensaios foram realizados e triplicata. 

 

2.3. Pré inóculo 

A contagem do número de esporos e células em 

suspensão foi realizada em câmara de Neubauer e 

microscópio binocular, utilizando volumes de 25 mL da 

suspensão quantificados no valor de 10
7
 UFC/mL em 

meio caldo Sabouraud.  

 

2.4. Seleção de meios de produção 

 

Foram utilizados 6 meios de produção de lipase, com 

diferentes composições  

 

Meio 1 (g/L): Glicose (0,1), MgSO4.7H2O (0,2),  

K2HPO4 (O,7), extrato de levedura (0,4),  óleo de oliva 

(0,20), pH 6,5.  

 

Meio 2 (g/L) : óleo de oliva (0,30), peptona (70), 

NaNO3 (1), KH2PO4 (1), MgSO4.7H2O (0,5), pH7,0;  

 

Meio 3 (g/L):: NaNO3 (0,05), MgSO4.7H2O (0,05), KCl 

(0,05), KH2PO4 (0,2), extrato de levedura (0,1), 

peptona (0,5), óleo de oliva (0,1), pH 5,5.  

 

Meio 4 (g/L):Glicose (0,25); MgSO4.7H2O (0,05); 

K2HPO4 (0,175); Extrato de levedura (0,1); Óleo de 

Oliva (0,5); pH=7. 

  

Meio 5 (g/L): Peptona (17,5); NaNO3 (0,25); KH2PO4 

(0,25); MgSO4.7H2O (0,125); Óleo de Oliva (7,5); 

pH=7. 

  

Meio 6 (g/L): NaNO3 (0,0375); MgSO4.7H2O (0,0375); 

KCl (0,0375); KH2PO4 (0,15); extrato de levedura 

(0,075); peptona (0,0375); Óleo de Oliva (0,25); pH=7.  

 

A produção enzimática foi realizada em shaker orbital 

com Erlenmeyers de 500 mL, com volume útil de 250 

mL (% p:v), 150 rpm, 28º C, durante 144 horas, com 

acompanhamento diário. Todos os ensaios foram 

realizados em triplicata. 

 

2.5.  Determinação da biomassa microbiana 

 

A biomassa foi determinada após o termino dos 

ensaios dos meios de produção. A massa micelial foi 

filtrada em papel de filtro, previamente seca e pesada, 

o material retido foi transferido para estufa a 50°C, até 

secura total. Em seguida foram transferidos para o 

dessecador até peso constante. O sobrenadante foi 

utilizado para a determinação do pH e da atividade 

lipolítica. 

 

2.6.  Determinação do pH 

Todas as amostras coletadas foram submetidas a 

leituras no potenciômetro para leitura do pH. 
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2.7.  Determinação da atividade lipolítica 

A atividade lipolítica das amostras fermentadas foi 

detectada através da metodologia descrita por 

SOARES et al. (1999). Foi realizada a reação de uma 

mistura contendo 5 mL de uma emulsão de óleo de 

oliva e goma arábica (7%), 2 mL de tampão fosfato de 

sódio (0,1 M), pH 7,0 e 1 mL do extrato bruto filtrado 

das amostras de lipase coletadas durante o processo 

de produção. A mistura foi agitada em shaker orbital a 

82 rpm, 37 ºC, durante 10 minutos.  

 

A reação foi paralisada através da adição de 10 mL de 

uma mistura acetona-etanol-água (1:1:1), que irá 

liberar os ácidos graxos livres presentes na mistura. A 

mistura foi titulada uma solução de KOH (0,04 N) na 

presença do indicador fenolftaleína. Os ensaios foram 

realizados em triplicatas e a atividade enzimática foi 

determinada através da seguinte relação: uma 

unidade da atividade lipolítica (U/mL) será definida 

como a quantidade da enzima bruta que liberou 1 

µ/mL de ácido graxo por minuto.  

 

 

2.8. Cálculo da atividade enzimática 

A atividade enzimática de lipase foi calculada através 

da equação seguinte equação: 

 
AE (U/mL) = (Va-Vb) x N x 1000           (equação 1) 
                             t x Vc 
 

Onde: AE é a atividade lipolítica (U/mL);  

Va é o volume da amostra titulada (mL);  

Vb é o volume da amostra utilizado na reação (mL);  

N é a molaridade da solução de KOH (N);  

t é o tempo de reação em minutos,  

Vc é o volume da amostra utilizada na reação (mL). 

 
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
  

Foram realizados ensaios de detecção da atividade 

lipolítica em meio sólido com duas amostras isoladas 

da Caatinga de Pernambuco (SIS 10, 11, 14, 15 e 16) 

através da metodologia de Hankin, Anagnostakis 

(1975). Os resultados obtidos estão descritos na 

tabela 1 e a formação do halo característico na figura 

1. 

 

 

Tabela  1 Atividade lipolítica dos isolados Aspergillus 

sp durante 96 horas de crescimento. 

Micro-organismos  

Aspergillus sp                  

                    Índice enzimático 

28° C 

(cm) 

37° C 

(cm) 

SIS 10 2,2 1,2 

SIS 11 1,3 1,2 

SIS 14 1,5 1,5 

SIS 15 1,5 1,2 

SIS 16 2,2 1,1 

 

 

Os resultados obtidos indicaram que os micro-

organismos denominados de SIS 10 e SIS 16, 

apresentaram um índice enzimático de 2,2 cm, 

respectivamente. A presença desses índices foi 

verificada no período de 96 horas, na temperatura de 

28 ºC. Nos mesmos ensaios com a temperatura de 

37
o
C, as mesmas amostras apresentaram índices 

enzimáticos de 1,2 e 1,1 cm, respectivamente. 

  

Na figura 1 estão demonstrados a ausência de 

formação do halo característico e a produção do 

mesmo. COLEN, 2006 descreve que alguns micro-

organismos crescem em temperaturas entre 25-37°C, 

e produzem metabólitos de interesse biotecnológico. 

SOARES et, al.2010, descreveram que utilizando 

linhagens de Aspergillus sp, demonstraram valores 

enzimático < 2,0, relatando que esses valores indicam 

um baixo potencial enzimático, considerando que um 

micro-organismo bom produtor de enzimas 

extracelulares são classificados com índice enzimático 

≥ 2,0.  
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Os fungos filamentosos compõem o grupo microbiano 

com um elevado número de espécies descritas na 

literatura e apresentam imensa variedade morfológica 

e elevado potencial bioquímico e fisiológico. Treichel 

et al., 2010 descrevem que o gênero Aspergillus se 

destaca por apresentar um elevado potencial 

biotecnológico na produção de bioprodutos de alto 

valor agregado, principalmente as enzimas 

microbianas. 

 

 

Figura  1. Detecção de lipase: (A) formação de halo 

lipolítico, (B) ausência de formação de halo lipolítico. 

 

Após a seleção das amostras nos testes em meio 

sólido, foi evidenciada que os micro-organismos SIS 

10 e 16 apresentaram halos de produção superiores 

às outras amostras testadas.  

 

Em seguida foram seis fermentações consecutivas, 

utilizando meios de produção de lipase descritos na 

literatura. A seleção mais adequada dos nutrientes 

presentes na elaboração dos meios de produção de 

lipase envolve uma série de estudos prévios para 

introdução de substratos que quimicamente sejam 

constituídos de ácidos graxos de cadeia longa, ou 

seja, ligações ésteres tríplices para que ocorra uma 

maior produção da enzima.  

 

A tabela 2 contém os valores obtidos da produção 

lipolítica em diferentes meios testados para a amostra 

SIS 10. O óleo de oliva foi utilizado como principal 

indutor para a produção da atividade lipolítica, 

influenciando a produção da enzima, pois a interação 

com os reagentes adicionados utilizados na 

composição do meio com o micro-organismo produziu 

a quebra das ligações das cadeias de ácidos graxos 

presentes favorecendo a produção da enzima. 

 

Orlandelli et al., 2012 descreveu que a presença de 

elementos minerais (fósforo, enxofre, potássio, cálcio, 

magnésio, sódio, ferro e cloro) e uma pequena 

quantidade de elementos traços que desempenham 

importante papel como constituintes de enzimas e 

coenzimas (manganês, cobre, zinco, molibdênio, 

cromo, níquel, cobalto e boro) são geralmente 

necessários nos meios de produção de enzimas por 

micro-organismos. 

 
Verifica-se na tabela 2 que a maior produção da 

enzima foi obtida após 144 horas no meio 4, 

apresentando uma atividade de 1,640 U/mL. O meio 3 

foi o que apresentou os menores resultados de 

produção da enzima.   

 
Tabela 2 – Atividade lipolítica nos meios de produção 
em 144 horas a 28ºC por Aspergillus sp (SIS 10). 
 
Tempo     

(h) 

Meio1 

(U/mL) 

Meio2 

(U/mL) 

Meio3 

(U/mL) 

Meio4 

(U/mL) 

Meio5 

(U/mL) 

Meio6 

(U/mL) 

0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

24 0,0 0,53 0,0 1,246 0,266 0,03 

48 0,026 0,69 0,0 1,45 0,68 0,78 

72 0,10 1,06 0,0 1,58 0,466 0,206 

96 0,252 1,22 0,22 1,71 0,58 0,4 

120 0,232 1,33 0,10 1,38 0,54 0,54 

144 0,120 1,17 0,10 1,640 0,346 0,32 

 

 

Verifica-se na tabela 2 que a maior produção da 

enzima foi obtida após 144 horas no meio 4, 

apresentando uma atividade de 1,640 U/mL. O meio 3 

foi o que apresentou os menores resultados de 

produção enzimática.   

 

A B 
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Na tabela 3 encontram–se os valores obtidos da 

produção lipolítica em diferentes meios testados para 

a amostra SIS 16. Verifica-se os meios 1 e 3 

apresentaram resultados considerados como não 

satisfatórios para o micro-organismos testado. 

 
 
Tabela 3 – Atividade lipolítica nos meios de produção 
em 144 horas a 28ºC por Aspergillus sp (SIS 16). 
 
Tempo     

(h) 

Meio1 

(U/mL) 

Meio2 

(U/mL) 

Meio3 

(U/mL) 

Meio4 

(U/mL) 

Meio5 

(U/mL) 

Meio6 

(U/mL) 

0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

24 0,0 0,586 0,0 1,352 0,32 0,066 

48 0,0 0,64 0,0 1,404 0,37 0,32 

72 0,0 1,292 0,0 1,666 0,28 0,28 

96 0,272 1,34 0,18 1,492 0,505 0,506 

120 0,166 1,06 0,146 1,90 0,65 0,65 

144 0,14 1,52 0,112 2,16 0,36 0,36 

 

Falony et, al. 2006 descreveram que amostras de 

Aspergillus niger, na presença de fontes de nitrogênio 

em meios de produção, influenciam os níveis de 

adição de fontes de carbono. A junção de fontes de 

carbono no meio (glicose e óleo de oliva) otimizam a 

produção da atividade lipolítica. 

 

Verifica-se que a maior atividade da enzima 

produzida, ocorreu no meio denominado 4, com 144 

horas de produção, obtendo um valor de 2,16 U/mL.  

 

Colla, Reinehr, Costa (2012) descreveram que a 

produção de enzimas microbianas por fungos 

filamentosos são especialmente valorizadas 

biotecnologicamente, o que facilita sua recuperação 

em meio de produção e descrevem que o gênero 

Aspergillus como um dos bons produtores de lipase.  

 

Com relação à determinação do pH das amostras nos 

ensaios testados, verificou-se que as maiores 

variações ocorreram nos meios 2, 3 e 5 com as duas 

amostras testadas descritas nas figuras 2 (A e B) .  

 

Na Figura 2A encontram-se os valores de pH obtidos 

nos seis meios testados para a amostra denominada 

de SIS 10. Verifica-se que o valor pH inicial do meio 2 

foi de 6,0 e após 144 horas, atingiu valor de 9,0, 

ficando na faixa alcalina. O meio 4 considerado o que 

apresentou a maior atividade lipolítica obtida, iniciou 

os ensaios de produção com o pH 7,0 e após 144 

horas obteve valores de na faixa alcalina. 

Figura 2. Determinação do pH nos meios de produção 

por Aspergillus sp SIS 10 (A) e SIS 16 (B) em 144 

horas a 28ºC. 

 

 

 

 

Na Figura 2B encontram-se os valores de pH obtidos 

nos seis meios testados para a amostra denominada 

de SIS 16. Os ensaios realizados no meio 3 cujo valor 

inicial era de 5,5 e após 144h, atingiu valor de 3,2, 

atingindo a faixa ácida e no ensaio 5, o pH inicial foi 

de 7,0, tendo atingindo valor final de 4,8. O meio 4 
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apresentou um comportamento estável se mantendo 

na faixa neutra. 

4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A grande potencialidade das aplicações das lipases 

nos diferentes ramos industriais, principalmente 

devido às características diferenciadas apresentadas 

pelos diversos micro-organismos produtores, justifica 

a procura por novas amostras produtoras dessa 

enzima, principalmente de ambientes ainda pouco 

estudados, como a região da Caatinga. 

Destaca-se a habilidade da amostra isolada 

Aspergillus sp (SIS 16) em hidrolisar os ácidos graxos 

presentes na composição dos meios estudados, 

através da quebra das ligações ésteres tríplices 

transformando-os na enzima estudada.  

Esses estudos de produção lipolítica revelam o 

elevado potencial biotecnológicos dos fungos isolados 

do solo da Caatinga do Estado de Pernambuco. 
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Resumo: 

 

A grande expansão agroindustrial, paralela à utilização dos recursos ambientais tem 

mobilizado vários segmentos da sociedade para a correta gestão ambiental destes, e assim 

tem-se aplicado políticas ambientais, a fim de diminuir impactos negativos a natureza. 

As lipases são enzimas largamente distribuídas na natureza, que catalisam a hidrólise de 

óleos e gorduras liberando ácidos graxos livres, diacilgliceróis, monoacilgliceróis e 

glicerol. Estas enzimas, encontradas em tecidos animais, vegetais e em microrganismos, 

têm papel fundamental no metabolismo de lipídios destes seres vivos. Fungos filamentosos 

do gênero aspergillus sp são micro-organismos interessantes ao meio ambiente, São 

considerados importantes agentes decompositores e encontrados em abundancia nos solos, 

além de se apresentarem como um bom produtor de lipase extracelular. Neste trabalho foi 

avaliado a influência de resíduos agroindustriais para a produção de lipase. Com a 

utilização de um planejamento fatorial 2
3
 foi possível à escolha de uma melhor condição 

para a utilização desses substratos. Os resíduos adicionados ao meio de cultura foram 

farelo de trigo, farelo de arroz e óleo de fritura. Ensaios foram realizados por 192 horas em 

meio líquido a 28ºC. Os resultados mostraram que todos os resíduos responderam 

significativamente para a atividade lipolítica, sendo que o óleo de fritura obteve uma 

atividade enzimática superior aos demais, 276(U/mL) em 192 horas.  

 

Palavras Chaves: Lipase, Aspergillus, Resíduos Agroindustriais.  
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Abstract 

 

The large agro-industrial expansion, parallel to the use of environmental resources has 

mobilized various segments of society to correct environmental management of these , and 

so has implemented environmental policies in order to reduce negative impacts on nature. 

Lipase enzymes are widely distributed in nature, which catalyze the hydrolysis of fats and 
oils releasing free fatty acids, diacylglycerols , monoacylglycerols and glycerol. These 

enzymes, found in animal tissues, plants and micro-organisms , play a fundamental role in 

lipid metabolism of these living beings . Filamentous fungi of the genus Aspergillus sp are 

interesting environmental micro-organisms, important decomposers agents are considered 

and found in abundance in soils, and stand as a good producer of extracellular lipase. This 

study evaluated the influence of agro-industrial wastes for the production of lipase. With 

the use of a 23 factorial design was possible to choose a better condition for the use of 

these substrates . The residues added to the culture medium were wheat bran, rice bran and 

oil bath . Assays were performed by 192 hours in liquid medium at 28 ° C. The results 

showed that all waste responded significantly to the lipase activity , and the frying oil had a 

higher enzymatic activity to the other , 276 ( U / mL ) in 192 hours. 

 

Keywords: Lipase, Aspergillus, Agroindustrial Waster. 

 

 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

A produção em grande quantidade de  

resíduos industriais e agroindustriais 

apresentam uma elevada geração de 

resíduos muitas vezes com problemas de 

disposição final e com alto potencial 

poluente. Nos últimos anos, há um 

interesse crescente no uso eficiente de 

diversos resíduos agroindustriais. Vários 

bioprocessos têm sido desenvolvidos 

utilizando estes materiais como substrato 

para a produção de diversas moléculas 

com alto valor agregado, tais como 

proteínas microbianas, ácidos orgânicos, 

etanol, enzimas e metabólitos secundários 

biologicamente ativos (ALEXANDRINO 

et al.,  2007; TEIXEITA et, al. 2011). 

 

Atualmente, as alternativas de 

valorização de resíduos através do 

aproveitamento em diversas atividades 

tem sido muito incentivadas, já que 

podem contribuir positivamente para a 

minimização da poluição ambiental, bem 

como diminuir os custos de produção e 

permitir a valorização econômica desses 

resíduos (FERNANDES et al., 2008; 

MENEZES et al.,  2012). 

 

A grande expansão agroindustrial, 

paralela à utilização dos recursos 

ambientais tem mobilizado vários 

segmentos da sociedade para a correta 

gestão ambiental destes, e assim tem-se 

aplicado políticas ambientais, a fim de 

diminuir impactos negativos a natureza. 

Constantes revisões têm ocorrido nas 

resoluções ligadas a resíduos, tais como o 

Plano Nacional de Resíduos Sólidos e o 

CONAMA que classificam e propõem 

metas de redução, reutilização e 

reciclagem. Enfim, o século 21 está 

preocupado principalmente como o meio 

ambiente e a sustentabilidade do planeta 

(PELIZER et al.,  2007; SCHNEIDER et 

al.,  2012) 

 

 O uso de tecnologias enzimáticas é uma 

ferramenta promissora para síntese de 

compostos de alto valor agregado. Dentre 

as diversas enzimas utilizadas 

industrialmente, as lipases tem 

despertado interesse por apresentarem 
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capacidade de catalisar reações em meios 

orgânicos e aquosos, ou seja, em meios 

que apresentam condições restritas de 

água (FERNANDES, 2007; 

SBARDELOTTO et al.,  2013). 

 

A ampla gama de reações catalisadas 

confere às lipases um grande potencial 

biotecnológico. Possuem aplicações na 

indústria farmacêutica, química, 

alimentícia, médica, oleoquímica, na 

produção de polímeros biodegradáveis, 

biodegradação de petróleo, produção de 

biodiesel, biorremediação e no tratamento 

de resíduos e esgotos (HASAN, SHAH, 

HAMEED ,2006;  MAGRI et al.,  2013). 

 

As lipases podem ser de origem vegetal, 

animal ou microbiana, sendo as últimas 

as mais utilizadas. Dentre as enzimas 

microbianas, as produzidas por fungos 

são especialmente valorizadas por serem 

extracelulares, o que facilita sua 

recuperação do meio de cultivo. 

(CARVALHO et al.,  2013; COLLA, 

REINEHR, COSTA, 2012).  

 

Atributos como a alta conversão de 

substrato em produto, facilidade de 

manipulação genética, rápido 

crescimento do micro-organismo 

produtor, utilização de meios de cultivos 

baratos e finalmente, produção de 

enzimas extracelulares de fácil obtenção 

tornam as lipases microbianas ainda mais 

interessantes para aplicações industriais 

(HORCHANI et al.,  2009; ABREU, 

2013). 

 

O Aspergillus é um dos gêneros de 

fungos economicamente mais 

importantes, muitos isolados são 

utilizados na produção de diversos 

produtos. As espécies pertencentes a esse 

gênero ficaram cada vez mais conhecidas 

e passou a ser um dos grandes gêneros de 

fungos estudados devido a sua grande 

capacidade de fermentação e altos níveis 

de produção enzimática, principalmente 

aquelas utilizadas na hidrólise de 

polissacarídeos da parede celular das 

plantas e na indústria de alimentos 

(LOPES, 2011; GUIMARÃES et al., 

2006; MONTEIRO, 2012; 

GOTTSCHALK et al.,  2013). 

   

 

Outras características desse gênero são 

interessantes ao meio ambiente, o 

potencial desses fungos em produzir 

enzimas do tipo esterases e atuar na 

biodegradação de compostos ricos em 

ligações de ésteres, como polímeros, 

solventes, produtos médicos e pesticidas 

em solos contaminados (SUBHASH, 

MOHAN, 2011; OLIVEIRA, 2013).  

 

Estudos realizados por SANTOS, 

LINARDI, 2004, SILVA, RONDON, 

2013 utilizaram fungos dos gêneros 

Aspergillus, para biodegradação de 

compostos fenólicos, pois são capazes de 

degradar compostos aromáticos em seu 

metabolismo por meio de enzimas 

catabólicas celulases, lacases, proteases e 

fenol-hidroxilases. 

 

A espécie Aspergillus sp, apresenta-se 

como um bom produtor de lipase 

extracelular por ter capacidade de 

fermentar uma grande variedade de 

matérias primas, são considerados 

importantes agentes decompositores de 

materiais lignocelulolíticos e encontrados 

em abundância nos solos. Estes grupos de 

micro-organismos não representam um 

grupo predominante no solo, e sua 

ocorrência está condicionada a fatores 

como pH, umidade e quantidade de 

matéria orgânica (ZILLI, 2003; 

MACIEL,2006; WEINGARTNER,2010; 

BARROS, 2012). 

 

O presente trabalho investigou a 

influência das variáveis no planejamento 

fatorial 2
3
 no meio de cultura para a 

produção de lipase sob a melhor condição 

para a utilização dos resíduos 

agroindustriais farelo de trigo, farelo de 

arroz e óleo de fritura, utilizando o fungo 

filamentoso aspergillus sp SIS 16 

avaliando o potencial enzimático dos 
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mesmo, para fins biotecnológicos 

industriais futuros. 

 
 

 

 

2. MATERIAL E MÉTODO 

 

Micro- organismo 

 

A amostra de Aspergillus sp SIS 16, 

isolada da Caatinga de Pernambuco, 

previamente catalogada no Banco de 

Culturas da Universidade Católica de 

Pernambuco (UNICAP), localizado no 

Núcleo de Pesquisa em Ciências 

Ambientais (NPCIAMB). Mantida em 

meio Ágar Sabouraud Dextrose (ASD), 

aclimatado com 5mL de oliva a 

temperatura de 28ºC, foi utilizada para a 

produção de lipase. 

 

Inóculo 

Os ensaios foram realizados em 

Erlenmeyers de 500 mL, com volume útil 

de 250 mL (%p:v). Alíquotas de 25mL de  

uma suspensão espórica 10
7
 foram 

adicionadas em meio de cultura contendo 

(g/L) MgSO
4.
7H

2
O (0,3); KH2PO4(0,5); 

(NH4)2HPO4(10,0); NaH2PO4(12,0); 

CaCl2 (0,25);  FeSO47H2O (5,0); 

MnSO47H2O (0,015); ZnSO47H2O 

(0,03); Óleo de oliva (0,5%); pH= 5,5. As 

amostras coletadas no processo de 

incubação foram submetidas à 

determinação do pH, Cinética de 

crescimento e Atividade  lipolítica 

expressa em (U/mL).Os ensaios 

fermentados foram realizados em 

triplicatas de acordo com o planejamento 

fatorial 2
3
, por 144 á 28 ºC. 

 

 

 

Produção de Lipase com meio controle 

e com meios alternativos. 

 

Os ensaios utilizando os resíduos 

agroindustriais de farelo de trigo, farelo 

de arroz e óleo de fritura (Figuras 1. A-B-

C) em substituição ao óleo de oliva foram 

realizados para avaliar a influência da 

fonte de carbono na produção da enzima, 

para isto, utilizou-se a melhor condição 

do planejamento fatorial 2
3
.  Os 

experimentos foram realizados em 

erlenmeyers de 500 mL, em um volume 

útil de 250 mL(%p:v). As concentrações 

dos resíduos utilizadas para os ensaios 

foram de 7g de farelo de trigo, 7g de 

farelo de arroz e 7mL do óleo de fritura e 

para o meio controle 7mL do óleo de 

oliva. Os ensaios foram realizados em 

cultivos submersos (Figura 2) a 86 rpm, 

durante 192 horas a 28ºC.  As alíquotas 

coletadas nos intervalos de 24h de 

cultivos serviram para análise da 

produção de biomassa, pH e atividade 

lipolítica expressa em (U/mL). De acordo 

com a metodologia descrita por SOARES 

et al., (1999). Todos os ensaios foram em 

triplicata. 

 

Figura 1. Resíduos agroindustriais 

utilizados para estudos da produção de 

lipase. Resíduo A, Farelo de trigo, 

Resíduo B, Farelo de arroz, Resíduo C 

Óleo de fritura. Utilizados para análise 

lipolítica da enzima. 

 

  
 

    

 
 

 

  A 
  B 

 C 

  C 
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Figura 2.  Resíduos agroindustriais de  

Farelo de trigo 1,  Óléo de fritura 2 e  

Farelo   de  arroz 3  em fermantação 

submersa. 

                            

 

 

 

PLANEJAMENTO FATORIAL  

 

 

 Um planejamento experimental 2
3 

foi 

realizado para analisar os efeitos 

principais e interações das variáveis 

concentrações de pH, Óleo de Oliva e 

Fonte de Nitrogênio (NaH2PO4) com 4 

pontos centrais e níveis  + 1 e – 1, 

(Tabela 1) com apoio de um Software 

Statistica 7.0 da Stat Soft. (Tabela 1) 

 

 

Tabela 1. Valores dos Fatores utilizados 

no Planejamento Fatorial 2
3 

 

 

DETECÇÃO DA ATIVIDADE 

LIPOLÍTICA 

 

 

Através da metodologia descrita por 

SOARES et al (1999), foi realizada a 

atividade lipolítica das amostras. O 

substrato contendo óleo de oliva, 

emulsionado com goma arábica (7%) na 

proporção 50:50. A reação enzimática 

composta de 5mL de substrato, 2 mL de 

tampão fosfato de sódio (0,1 M) pH 7,0 e 

1 mL do extrato bruto filtrado da lipase 

produzida na encubação em meio líquido. 

A temperatura foi mantida em 37 ºC, 

agitada em shaker orbital a 86 rpm, 

durante 10 minutos. A reação foi 

interrompida através da adição de 10 mL 

de uma mistura de acetona-etanol-água 

(1:1:1), os ácidos graxos livres presentes 

na mistura foram titulado com uma 

solução padronizada de KOH (0,04 N) 

utilizando fenolftaleína como indicador. 

A atividade enzimática foi determinada 

através da seguinte relação: uma unidade 

da atividade lipolítica (U/mL) será 

definida como a quantidade da enzima 

bruta que liberou 1 µ/mL de ácido graxo 

por minuto, foram detectadas as 

atividades lipolíticas nos meios controle e 

alternativos. A atividade enzimática foi 

calculada através da seguinte equação:  

 

 

AE (U/mL) = (Va-Vb) x N x 1000 

t x Vc 

 

ONDE:  

 

 

AE é a atividade lipolítica (U/mL);  

Va é o volume da amostra titulada (mL);  

Vb é o volume da amostra utilizado na 

reação (mL);  

N é a normalidade da solução de KOH 

(mol/L); 

T é o tempo de reação em minutos; 

Vc é o volume da amostra utilizada na 

reação (mL). 

 

 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A tabela 2 descreve a máxima atividade 

lipolítica evidenciada nos ensaios 

realizados no planejamento fatorial 2
3
 nas 

144 horas em meio líquido. Ressaltando 

que nesta mesma tabela também observa-

se que a maior atividade lipasica ocorreu 

Variáveis -1 0 +1 

pH 5,0 7,0 9,0 

NaH2PO4 

(g/L) 

1,0 3,0 5,0 

Óleo de 

Oliva (mL) 

3,0 5,0 7,0 

1 2 3 
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no ensaio 7, que foi superior aos demais 

atingindo uma atividade lipolítica 

máxima de 101,2 U/mL. Neste estudo a 

variação da faixa do pH  dos  ensaios  

ocorreu  de 3,1 a 8,2, modificado a faixa  

inicial utilizada.  A atividade lipolítica 

máxima ocorreu quando o pH 

apresentava-se na faixa de 4,2.   

 

A literatura reporta que espécies 

como Aspergillus crescem em uma faixa 

de pH que vai de 2,0 a 11,0. Entretanto o 

mesmo autor reporta que quando o pH 

afasta-se do ótimo (geralmente próximo a 

5,0), a velocidade de seu crescimento 

diminui (RITTER,2007; MACEDO, 

2009). 

 

Tabela 2. Produção de biomassa, pH e 

atividade lipolítica dos ensaios para as 

concentrações de  pH, Óleo de Oliva e 

Fonte de Nitrogênio (NaH2PO4) em 144 

horas de cultivo a 28ºC a 86 rpm. 

 

 

Ensaios 

Variáveis 

descodificadas 
Variáveis respostas 

pH 
NaH2PO4 

(g/L) 

Óleo 

de  

Oliva 

(mL) 

Biomassa 
(g/L) pH 

Lipase 

(U/mL) 

1 5,0 1,0 3,0 1,28 3,1 60.0 

2 9,0 1,0 3,0 1,45 8,2 72.0 

3 5,0 5,0 3,0 1,34 3,2 70.0 

4 9,0 5,0 3,0 1,46 7.1 68.0 

5 5,0 1,0 7,0 1,41 2,8 80.6 

6 9,0 1,0 7,0 1,38 7,2 74.0 

7 5,0 5,0 7,0 1,52 4,2 101,2 

8 9,0 5,0 7,0 1,4 8,1 72,0 

9 7,0 3,0 5,0 0,22 5,2 82.0 

10 7,0 3,0 5,0 0,26 4,8 84.0 

11 7,0 3,0 5,0 0,43 5,1 78.0 

12 7,0 3,0 5,0 0,21 4,9 76.8 

 

 

Em relação à produção de biomassa, dos 

ensaios, também se verifica um maior 

aumento para o ensaio 7, com a produção 

1,52(g/L) em 144 horas. Como 

demonstrado no planejamento fatorial os 

maiores níveis de concentração tanto da 

fonte de carbono (óleo de oliva) como 

para o nitrogênio (NaH2PO4) para este 

ensaio podem ter influenciado em maior 

produção de biomassa correspondendo  

também uma maior expressão da 

atividade enzimática. 

 

Os resultados expressos nos diagrama de 

pareto (Figura 3) apresenta a 

significância dos resultados, com 95% de 

confiança, representado pela linha 

tracejada vermelha, correspondente ao 

valor de p = 0,05. As seguintes variáveis 

independentes: Fonte de Nitrogênio 

(NaH2PO4), Óleo de oliva, pH, 

influenciaram para a produção de lipase . 

Sendo que a fonte de nitrogênio e o óleo 

de oliva foram as variáveis independentes 

mais relevantes para a produção da 

enzima, por ambas estarem acima dos 

valores de p. 

 

Figura 3.  Diagrama de pareto mostrando 

os efeitos principais e alterações das 

variáveis independentes no processo de 

produção de lipase por Aspergillus sp 

(SIS 16) a 144 horas de fermentação a 

28ºC. (1) pH, (2) NaH2PO4,  (3) Óleo de 

oliva. 
 

 

 
 

 

Fontes de nitrogênio orgânicas e 

inorgânicas podem se utilizadas para a 

produção de enzimas. Fontes inorgânicas 

como os sais de amônio (sulfatos, 
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fosfatos, cloretos), nitratos e nitritos 

podem ser utilizadas e adicionadas ao 

meio na produção de lipase (COLLA, 

REINEHR, COSTA, 2012). 

 

FALONY, MENDONZA, ARMAS 

(2006) em seus estudos utilizou como 

fonte de nitrogênio o sulfato de amônio e 

a ureia associada a uma fonte de carbono 

a glicose e um ácido graxo como indutor 

(óleo de oliva) para a produção de lipase 

a fim de otimizar o meio para síntese 

enzimática com Aspergillus niger via 

fermentação submersa, variando as 

concentrações através de um 

planejamento fatorial. E constatou que a 

fonte de nitrogênio influenciou 

significadamente na atividade lipolítica 

obtendo um valor equivalente a 77,6 

(U/mL) em comparação o indutor que foi 

de 74,4 (U/mL) e a fonte de carbono que 

apresentou um resultado inferior de 65,6 

(U/mL). 

 

 

Em estudos sobre produção de lipase, por 

fermentação submersa (CORZO e  

RAVAH, 1999) e até em Fermentação 

em estado sólido (GOMBERT et al., 

2000; PALMA et al ., 2000; LEAL et al., 

2003) descreve que  é comum a obtenção 

de  picos de atividade lipasica nas 

primeiras horas de fermentação. No 

entanto é possível encontrar relatos onde 

não se observa queda da atividade 

lipasica em fermentações conduzidas por 

até 12 dias (MAIA et al., 1999; 

DOMINGUEZ et al., 2003; VARGAS 

(2004); NAGARAJAN 2012.  

 

 

Resultados superiores foram encontrados 

no trabalho realizado por OLIVEIRA 

2010, onde foram testadas linhagens de 

penicillium sp para a otimização da 

produção de lipase, obtendo uma 

atividade máxima de 125(U/mL) em 72 

horas, segundo o autor resultado similar 

ao encontrado por VAGAS2003.  

 

 

Nos resultados encontrados SILVA, 

BRUNO, CASTRO, 2009, analisando a 

imobilização de linhagens de fungos 

filamentos para a produção de lipases 

extracelulares o Aspergillus niger, obteve 

uma atividade lipasica de 69,9 (U/mL) 

em 72horas, enquanto que  cepas de 

Penicilium citrinum,  alcançou o 

equivalente a  52,6 (U/mL) no mesmo 

período de tempo de fermentação. 

 

 

CINÉTICA DE CRESCIMENTO E 

PRODUÇÃO DE LIPASE POR 

ASPERGILLUS SP (SIS 16) DA 

MELHOR CONDIÇÃO UTILIZADA 

NO PLANEJAMENTO FATORIAL 2
3
. 

 

 

 A cinética de crescimento do ensaio 7, 

do Aspergillus sp (SIS 16) estar 

representada na figura 4 Percebe-se que 

houve uma rápida adaptação do micro-

organismo na fase no qual ocorre a 

síntese da enzima e de outros 

constituintes celulares necessários a 

obsorção dos nutrientes presentes no 

meio (fase lag). Logo após, na fase log, o 

micro-organismo cresceu de forma 

rápida, absorvendo os nutrientes e 

sintetizando seus constituintes atingindo 

seu auge em 24 horas. Daí por diante 

manteve seu crescimento lento e 

constante durante a sua fase estacionária 

até às 144 horas de cultivo. 

 

TALON, MONTEL, BERDAGUE, 

(1996); ABREU (2013) reporta que a 

concentração de enzima ativa começa a 

aumentar ao final da fase do crescimento 

exponencial e atinge seu máximo durante 

a fase estacionária.  

 

FELLOWS (1994) SOARES et al., 

(2010) relata que a atividade enzimática 

ótima das enzimas microbianas ocorre 

nas mesmas condições em que se produz 

o crescimento máximo dos micro-

organismos. 
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Figura 4.  Crescimento do Aspergillus sp 

(SIS 16) para o ensaio 7, em 144 horas 

de fermentação a 28ºC e pH 5,0. 

 

 
 

A variação da faixa do pH estudado 

durante a cinética de crescimento   

ocorreu na faixa de 5,0 a 4,2, 

modificando a faixa  inicial como 

demonstrado na figura 4. De acordo com 

SHAH et al., (2007); TAVARES (2011),  

as atividades da lipase são altamente 

dependentes do pH, e qualquer alteração 

pode vir a afetar seu potencial catalítico, 

uma vez que o pH influencia a estrutura 

de proteínas  e, portanto rege a sua 

atividade catalítica.  

De acordo com (BISATTO, 2012) 

enzimas são polímeros poli-iônico. Como 

consequência disto, a alteração no pH 

pode ocasionar a mudança na distribuição 

de cargas , tanto no sítio ativo da enzima, 

como também em toda a sua estrutura. 

 

INFLUÊNCIA DOS SUBSTRATOS 

AGROINDUSTRIAIS NA 

PRODUÇÃO DE LIPASE NA 

MELHOR CONDIÇÃO DO 

PLANEJAMENTO FATORIAL 2
3.

 

POR ASPERGILLUS SP SIS 16. 

 

A tabela 3.  Apresenta os resultados da 

produção de biomassa, pH e atividade 

lipolítica dos resíduos utilizados no 

ensaio 7 em 192 horas de cultivo. E na 

figura 5, podemos observar que em todos 

os ensaios realizados houve efeitos 

gerados sobre a produção da enzima.   

 

Visto que, a maior atividade enzimática 

da produção de lipase ocorreu com o óleo 

de fritura que foi equivalente a 276 U/mL 

no pH 6,5 pH 6,0   comparação com os 

demais estes que apresentaram uma 

máxima atividade lipolítica  inferior em 

192 horas de fermentação. 

 

 Tabela 3.  Produção de biomassa, pH e 

atividade lipolítica dos ensaios em 

diferentes resíduos em 192 horas de 

cultivo a 28ºC a 86 rpm. 
 

Resíduos Biomassa pH 
Lipase 
U/mL 

O.oliva 0,23 3 106,4 

F. trigo 0,24 6 228 

F.arroz 0,45 6 118 

Óleo de 
fritura 

0,32 6,5 276 

 

 

 

Figura 5. Atividade Lipolítica  por 

Aspergillus sp utilizando diferentes 

resíduos em cultivo de 192 horas à 28º C 

e 86 rpm.  
 

 
 

Weber, 2013 utilizando o 

reaproveitamento do óleo de fritura para 

a produção enzimática de etil e metil, 

descreve que existe um grande interesse 

na utilização de lipases como 

biocatalisadoras para converter 

comercialmente óleos vegetais e gorduras 
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em FAME (ésteres metílicos de ácidos 

graxos), FAEE (ésteres etílicos de ácidos 

graxos) como biocombustíveis.  

 

As enzimas são mais eficientes, 

altamente seletivas, necessitam de menor 

consumo de energia (as reações podem 

ser conduzidas em temperatura ambiente) 

e produzem menor quantidade de 

resíduos, sendo desta forma 

ambientalmente favorável., reporta a 

capacidade de reutilização, podendo ser 

utilizadas diversas vezes, diminuindo o 

custo de produção do metil e etil ésteres 

de ácidos graxos. O rendimento da 

esterificação de ácidos graxos catalisada 

por lipase é modulado pela razão de 

substrato álcool/óleo (TAN et al., 2010). 

 

DAMASSO et al. 2008  produziu lipases 

fúngicas utilizando como indutor 

resíduos do processamento do óleo de 

milho. Um dos resíduos foi capaz de 

induzir uma secreção de lipases 30% 

maior que a observada quando utilizado o 

óleo de oliva, tido como o indutor ideal 

para lipases.  

 

MIRANDA et al., 1999 utilizando cepas 

de Penicillium Citrinum e um meio 

contendo resíduo de óleo vegetal de uma 

refinaria como fonte de carbono e sulfato 

de amônia como fonte de nitrogênio 

reporta que a produção de lipase foi 

maior (5786 U/mL) do que o obtido com 

azeite de oliva (2630 U/I). o mesmo autor 

descreve que a produção de lipase não foi 

interrompida pela presença de lipídios 

como descrito por PIMENTEL et al., 

2004, em que foi cultivada com glicose 

como fonte de carbono e não azeite.  

 

OLIVEIRA (et al., 2013) reporta que 

para baratear a produção destas enzimas 

algumas estratégias podem ser adotadas, 

como a substituição dos componentes do 

meio de cultivo por materiais de baixo 

custo ou até mesmo resíduos.  

 

4. CONCLUSÕES 

 
A utilização de rejeitos agroindustriais 

para a elaboração de meios econômicos 

para a obtenção de bioprodutos de alto 

valor agregado tem surgido como uma 

alternativa para minimizar os custos de 

produção e também o descarte de uma 

grande maioria de resíduos com elevado 

potencial nutritivo.  

O meio contendo o resíduo de óleo de 

fritura apresentou uma elevada produção 

de lipase, quando comparado aos demais 

meios testados, o denominado controle 

que continha óleo de oliva e aos demais 

meios alternativos contendo farelos de 

arroz e de trigo, respectivamente. 

Verificou-se a habilidade da amostra 

isolada da Caatinga Aspergillus sp (SIS 

16) em  quebrar as moléculas dos ácidos 

graxos presentes no resíduo, 

transformando-os na enzima estudada.  

Esses estudos de produção enzimática 

revelam o elevado potencial 

biotecnológicos dos fungos isolados do 

solo da caatinga do Estado de 

Pernambuco. 
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CONCLUSÕES GERAIS 
 

 

Dentre as amostras de Aspergillus sp  utilizadas para a seleção dos melhores produtores de 

lipase, os micro-organismos SIS 10 e SIS 16 obtiveram um bom resultado dentre todas as  

amostras testadas. Com relação aos meios de produção utilizados neste trabalho o meio 

denominado 4 foi o que apresentou uma melhor produção da  enzima para os dois micro-

organismos citados em 144 horas de fermentação. 

Um planejamento fatorial foi realizado utilizando o meio denominado 4 para a produção de 

lipase, apresentando 12 ensaios,  tendo como variáveis  a fonte de nitrogênio (NaH2PO4), o 

indutor (óleo de oliva) e o pH. Nos ensaios realizados o denominado 7 foi considerado o mais 

satisfatório. 

Para avaliar a influência da fonte de carbono na produção da enzima o ensaio denominado 7 

foi utilizado na substituição do óleo de oliva pelos resíduos agroindustriais (farelo de trigo, 

farelo de arroz e óleo de fritura). Em 150 rpm, por 196 horas, a 28ºC, obtendo uma maior 

atividade lipolítica com o resíduo de óleo de fritura quando comparado com os outros 

resíduos.  

Esses resultados demonstram a capacidade da utilização de resíduos agroindustriais como 

substratos alternativos nos segmentos biotecnológicos, visando minimizar os impactos 

ambientais bem como a produtividade de baixa renda através de enzimas microbianas. 

 

 


