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SILVA, T.P. Produção, pré-purificação, caracterização e aplicação de lipase produzida 

por Penicillium roqueforti durante a fermentação em estado sólido do farelo de cacau. 

Ilhéus-BA: UESC, 2016. 77p. (Dissertação: Mestrado em Química – Área de 

Concentração em Produtos Naturais). 

 

RESUMO 

As lipases (EC 3.1.1.3, triacilglicerol lipase) são as enzimas que catalisam a 

hidrólise de gorduras e óleos, e liberam ácidos graxos livres, diglicerídeos, 

monoglicerídeos e glicerol. Ainda são capazes de efetivar reações reversas de síntese, 

como reações como esterificação, transesterificação, interesterificação. Diante dessa 

ampla eficiência catalítica a lipase é considerada uma das enzimas com maior potencial 

biotecnológico. Esta enzima pode ser obtida por fermentação em estado sólido (FES), 

no qual são utilizados substratos insolúveis (resíduos da agroindústria) com baixos 

teores de atividade de água em sua composição. Os mesmos atuam como fonte de 

nutrientes para o metabolismo dos microrganismos empregados. O objetivo desse 

trabalho foi caracterizar o farelo de cacau, para utiliza-lo como substrato na produção de 

lipase através fermentação em estado sólido por Penicillium roqueforti. Para a 

otimização do processo utilizou-se o delineamento composto central rotacional, onde 

foram avaliados a significância das variáveis, atividade de água (aw) e temperatura. A 

melhor atividade lipásica encontrada foi 17,93 U/g, em 60 horas de fermentação, 0,864 

aw e temperatura de 27,81°C. O modelo matemático indicou um ponto crítico de 

atividade enzimática 16,43 U/g que foi validado com uma repetição em média de 

triplicata 17,93 U/g. Ainda foi realizado várias caracterizações do extrato enzimático 

bruto,  pH e temperatura ótimos; termoestabilidade; estabilidade ao congelamento da 

biomassa e do extrato multienzimático; a lipase em estudo conseguiu hidrolisar 

diferentes óleos,  oliva, soja, dendê, óleos de fritura soja e dendê , além do p-nitrofenil-

palmitato; ainda foi observado os parâmetros cinéticos (Km e Vmáx aparente) da lipase 

para todos os substratos; verificou-se também a influência de íons e solventes na 

atividade lipásica. Foi feito o estudo de purificação por sulfato de amônio e a dosagem 

de proteínas totais pelo método de Lowry. A lipase produzida foi aplicada na reação de 

esterificação do ácido oleico, demonstrando bastante eficiência no processo. 

 Palavras-chave: Fermentação em Estado Sólido, Farelo de cacau, Lipase, 

Caracterização, Aplicação. 
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SILVA, T. P. Production, pre-purification, characterization and application of lipase 

produced by Penicillium roqueforti during solid state fermentation of cocoa meal. 

Ilheus-BA: UESC, 2016. 77p. (Dissertation: MSc in Chemistry - Area of Concentration 

in Natural Products). 

 

ABSTRACT  

 

Lipases (EC 3.1.1.3, triacylglycerol lipase) are enzymes that catalyze the hydrolysis of 

fats and oils, and release free fatty acids, diglycerides, monoglycerides and glycerol. Yet 

they are capable of effecting reversal reactions synthesis reactions such as esterification, 

transesterification, interesterification. Given this broad catalytic efficiency lipase 

enzymes is considered one of the most potential biotech. This enzyme can be obtained 

by solid state fermentation (SSF), in which insoluble substrates are used (waste agro-

industry) with low water activity levels in its composition. They act as a source of 

nutrients for the metabolism of the microorganisms employed. The aim of this study 

was to characterize the cocoa meal, to use it as a substrate for the production of lipase 

by solid state fermentation by Penicillium roqueforti. To optimize the process used the 

central composite design that evaluated the significance of the variables, water activity 

(aw) and temperature. The best lipase activity found was 17.93 U / g in 60 hours of 

fermentation, and 0.864 w 27.81 ° C. The mathematical model indicated a critical 

enzyme activity 16,43 U / g which was validated with a repeat on average of triplicate 

17.93 U / g. Still it was performed several characterizations of crude enzyme extract, 

optimum pH and temperature; thermostability; stability to freezing of biomass and 

multienzyme extract; lipase under study could hydrolyze different oils, olive, soy, palm 

oil, soybean frying oil and palm, in addition to p-nitrophenyl palmitate; It was still 

observed kinetic parameters (Vmax and Km apparent) of the lipase for all substrates; 

also found it is the influence of ions and solvents on lipase activity. the study by 

purification by ammonium sulfate and the dosage of total proteins by Lowry's method 

was made. The lipase produced was applied to the oleic acid esterification reaction, 

showing very efficient process. 

 

 

Keyword: SSF showed, cocoa bran, Lipase, Characterization, Application. 
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CAPÍTULO I 

1 INTRODUÇÃO 

 

As indústrias de alimentos, que em sua grande maioria são agroindústrias, dentre 

outras áreas do mesmo âmbito, estão gerando uma enorme quantidade de rejeitos e 

resíduos. Considerando esse agravante, tem-se pensado nos diversos problemas que 

estão associados ao emprego destes resíduos, uma vez que estes são considerados 

potenciais poluentes, que degradam o meio ambiente (TOGASHI et al., 2007). Existem 

muitos estudos a fim de agregar valor a estes, de modo que são reaproveitados para 

sintetizar produtos com diversas utilidades (OLIVEIRA et al., 2002). 

Tendo em vista a redução do acúmulo destes rejeitos, processos biotecnológicos 

vêm sendo estudados na atualidade, a produção de enzimas com aplicação industrial, 

aproveita os rejeitos como fonte de matéria prima, na obtenção dessas biomoléculas. A 

fermentação em estado sólido (FES) surge como uma estratégia viável para reciclar os 

resíduos gerados pela agroindústria. A mesma tem sido definida como o processo de 

fermentação que envolve uma matriz sólida, que deve ser realizado em ausência ou 

quase ausência de água; porém o substrato deve possuir teores de umidade e atividade 

de água suficiente para o crescimento, desenvolvimento e metabolismo do 

microrganismo empregado (SINGHANIA, R et al., 2009). O baixo teor de umidade 

determina quais microrganismos podem ser empregados, tais como fungos, leveduras e 

algumas bactérias, destacando os fungos filamentosos, uma vez que o meio é 

semelhante ao habitat natural (COUTO, S.R.& SANDROMÁN, M.A. 2006). A escolha 

do fungo filamentoso Penicillium roqueforti, para utilização nesse trabalho, foi em 

virtude do mesmo ter classificação GRAS (Generally Recognized as Safe) pelo FDA 

(Food and Drug Administration, USA), logo é um microrganismo seguro que pode ser 

utilizado em diferentes aplicações sobre tudo na área de alimentos. 

Dentre as diversas enzimas que podem ser produzidas por esse processo 

fermentativo, a lipase (EC 3.1.1.3, triacilglicerol lipase) se destaca, por apresentar o 

maior número de aplicações industriais, já documentadas na literatura. É uma enzima 

que catalisa a hidrólise de gorduras e óleos, e liberam ácidos graxos livres, 

diglicerídeos, monoglicerídeos e glicerol. Ainda são capazes de efetivar reações 

reversas de síntese, como reações como esterificação, transesterificação, 
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interesterificação (KAPOOR, M.& GUPTA, M.N. 2012). Por estas razões vem sendo 

intensificado o estudo para obtenção de lipases, pois as mesmas possuem diversas 

aplicações industriais, além de ser possível sua produção por FES que consegue 

aproveitar rejeitos da agroindústria, nesse caso o farelo de cacau, que é um resíduo 

abundante na região Sul da Bahia, por ser um subproduto da indústria de chocolates. 
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1.1 OBJETIVOS  

 

1.1.1 Objetivo Geral 

 

Este trabalho teve por objetivo, otimizar e produzir por fermentação sólida em 

farelo de cacau lipases do fungo Penicillium roqueforti e caracterizar bioquimicamente 

o extrato enzimático obtido visando sua aplicação industrial. 

 

1.1.2 Objetivos Específicos 

 

 Caracterizar o farelo de cacau quanto às características físico-químicas. 

 Otimizar a produção da lipase por fermentação em estado sólido, utilizando o 

fungo Penicillium roqueforti. 

 Caracterizar bioquimicamente o extrato enzimático bruto obtido. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Cacau - Theobroma cacao L. 

 

O cacau (Theobroma cacao L.) é uma árvore típica de clima tropical, nativa da 

região de floresta úmida da América e constitui o principal fornecedor de matéria-prima 

para a fabricação do chocolate (CORRÊA, F.L.O. et al.,2006). O cacau é um fruto de 

valor cultural para o Brasil, mais especificamente para a região sul da Bahia. No entanto 

essa cultura sofreu um declínio muito grande no final do século XX, o que fez com que 

se buscassem alternativas para sua recuperação (GONZALES, 2013).  O Brasil é o 

quinto produtor mundial de cacau, já tendo sido por muitos anos o primeiro. É também 

o único país que possui toda a cadeia produtiva do cacau (HOLANDA, 2012). 

O fruto do cacau é caracterizado por ser de formato oval, de aproximadamente 

20 a 30 cm de comprimento, além de possuir uma casca maciça que protege as 

amêndoas, quando maduros apresentam coloração vermelha ou amarela. A árvore é 

definida como cacaueiro, mede de 1,50 a 2,0 m de altura (figura 1). As amêndoas 

(sementes) são cobertas por uma polpa branca e utilizadas na obtenção do seu principal 

produto, o chocolate, através de um processo artesanal de fermentação das sementes e 

posterior torrefação (conforme esquema apresentado na figura 2) (GONZALES et al., 

2013). Durante esse beneficiamento do cacau, são gerados, diferentes resíduos, as 

cascas do cacau, que podem ser utilizados para produção de adubo orgânico, e na etapa 

de secagem e torrefação, é gerado o farelo de cacau, que é o rejeito de interesse desse 

estudo devido a presença de lipídios em sua composição, que agrega valor na obtenção 

da lipase. 

 
Figura 1: Fruto do Cacau (Fonte: Imagem do google) 
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Inicialmente na lavoura do cacau (Theobroma cacao L.) agregava-se valor 

apenas às suas amêndoas que são utilizadas na fabricação de manteiga e chocolate, no 

entanto com o passar do tempo observou-se a praticidade e facilidade na obtenção da 

polpa, bem como o seu valioso potencial econômico extra para os cacauicultores. A 

atividade cacaueira está associada, de maneira geral, às etapas de produção do cacau, 

desde a preparação da terra, implantação da cultura até a produção do cacau em 

amêndoas secas; comercialização, relacionada com a compra e venda de amêndoas 

secas e transporte até as indústrias de transformação; processamento e beneficiamento 

nas indústrias de transformação do cacau; comercialização dos subprodutos das 

amêndoas (GOMES et al, 2010). 

 

Figura 2: Representação das etapas no beneficiamento do cacau 

 

2.2 Resíduo de cacau 

 

No Brasil são encontrados diferentes tipos de resíduos agrícolas. No cenário 

brasileiro, a Bahia se destaca pela geração de resíduos do cacau, uma vez que a 

produção cacaueira constitui uma atividade econômica importante do estado. A casca do 

cacau é aproveitada nas práticas de adubação do cacaueiro. O farelo de cacau é um 

subproduto gerado no processo de torrefação da amêndoa, na indústria de chocolates, 

sendo utilizado, na alimentação animal, após passado por processos de purificação 

devido a presença da teobromina que é uma substância tóxica (PIRES et al., 2004). 

 O Brasil se destaca no setor agroindustrial devido a grande produção e 

exportação de suco de frutas, e em consequência gera diversos subprodutos na forma de 

rejeitos. A (figura 3) mostra o panorama de produção de resíduos agroindustriais no 

Brasil. Observando a figura 3, vê-se que o Brasil é um grande produtor de rejeitos, 

dentre estes, o cacau (Theobroma cacao L.) na região nordeste, mais específico na 

Bahia, apresenta dois principais coprodutos, sendo a casca do fruto e o farelo de cacau.  

Colheita Quebra Fermentação Secagem Torrefação Armazenagem 
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Figura 3: Panorama de produção de resíduos no Brasil (Fonte: Imagem do google ) 

 

Vale salientar a importância de estudos que visem o aproveitamento dos 

resíduos, pois uma tonelada de cacau seco produz oito toneladas de casca fresca que são 

na maioria das vezes descartadas (CEPLAC, 2012). Partindo dessas premissas alguns 

grupos de pesquisa têm investido seus esforços no sentido do aproveitamento integral 

do fruto do cacau e seus rejeitos para uso na produção de bioprodutos de interesse 

comercial e industrial, tais como biofertilizantes eco-compatíveis, obtenção de 

biomoléculas (enzimas) ou ainda como matéria-prima para produção de 

biocombustíveis e de seus insumos (GONZALES, et al 2013).  O farelo do cacau possui 

um grande potencial para a produção de biomoléculas, pois o mesmo possui 

características bromatológicas ideais para o crescimento de microrganismos (tabela 1). 

Tabela 1: Propriedades físico-químicas do farelo de cacau (Fonte: SILVA et.al 2005) 

Composição Bromatológica % (g/100) 

Proteína total 52,2% 

Carbono Total 92,64% 

Lípidios 11,09% 

Nitrogênio Total 13,62% 
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2.3 Fermentação em estado sólido (FES) 

 

         A fermentação em estado sólido (FES) é definida como o processo de crescimento 

microbiano na superfície de materiais sólidos que apresentam a propriedade de absorver 

ou de conter água, com atividade de água (aw) suficiente apenas para manter o 

crescimento e o metabolismo do micro-organismo (RAHARDJO et al., 2006). A 

fermentação em escala laboratorial pode ser realizada em erlenmeyers como 

apresentado da figura 4. 

 

Figura 4: Fermentação em estado sólido do fungo Pencicillium roqueforti em resíduo 

de cacau tratado. Fonte: autora 

  A fermentação em estado sólido (FES) ao contrário da fermentação submersa 

(FS) apresenta grandes vantagens como o grande rendimento produtivo, pouca produção 

de resíduos e exige equipamentos simples de fermentação. Para um bom 

aproveitamento, devem-se levar em conta vários fatores, dentre os quais: a seleção 

criteriosa do micro-organismo e do substrato, além do controle dos parâmetros 

fermentativos (PANDEY, 2012). A partir da FES, são obtidos vários metabólitos 

primários e secundários de interesse industrial, como por exemplo, as enzimas utilizadas 

em diversos processos. Atualmente, o reaproveitamento de resíduos e/ou coprodutos da 

agroindústria, vem alcançando um lugar de destaque, certamente em função das 

questões ambientais. Considerando que o Brasil é um país com abundância em 

matérias-primas agroindustriais, torna-se interessante aproveitá-las em bioprocessos, a 

partir da FES (GARLAPATI & BANERJEE, 2010). 
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  Os processos de fermentação no estado sólido têm um potencial econômico 

considerável na produção de produtos para as indústrias de alimentos para consumo 

humano e animal, farmacêutica e agrícola. Além disso, esses procedimentos são de 

interesse econômico especial para países com abundância de resíduos agroindustriais e 

biomassa, visto que podem ser utilizados como matérias-primas de baixo custo 

(MACIEL, 2006). 

 

2.3.1 Variáveis que influenciam a FES 

 Para determinar as melhores condições de fermentação para a obtenção de 

enzimas faz-se necessário identificar as variáveis do processo. Desta maneira vê-se que 

estes parâmetros são de suma importância.  Entre todos os parâmetros que influenciam 

o processo fermentativo, tem destaque a atividade de água (aw), que deve ser baixa, para 

evitar a contaminação do meio. Na FES, o micro-organismo possui um limite de água 

para suas atividades metabólicas e seu crescimento. Segundo Pelizer et al. (2003) a 

atividade de água influencia o crescimento microbiano e processos biológicos e 

enzimáticos. Cada microrganismo possui um limite mínimo de atividade de água para 

realizar suas atividades metabólicas. Portanto, a atividade de água (aw) mínima para o 

crescimento de fungos é em torno de 0,70; para leveduras 0,80 e, para bactérias, 0,90 

(JAY, J. M., 2005). 

  O tamanho das partículas (granulometria) do substrato, também é importante, para 

facilitar o crescimento dos microrganismos. Partículas pequenas favorecem a 

compactação do sólido em consequência, dificulta a circulação de gases no meio. Em 

conta partida, partículas grandes favorecem maior aeração, no entanto limitam a 

superfície de contato do substrato para o microrganismo (DEL BIANCHI et al,  2011). 

  A temperatura é um parâmetro de suma importância no crescimento dos 

microrganismos envolvidos, estando relacionado com a transferência de calor que 

ocorre no processo (PANDEY, 2004), portanto pode-se inferir que as reações 

envolvidas no crescimento microbiano são exotérmicas. Todo microrganismo tem sua 

faixa de temperatura ideal, tais como os psicrófilos crescem em temperaturas de 10 a 

15ºC, mas há muitos microrganismos que se desenvolvem em temperaturas mais baixas. 

Fazem parte deste grupo bactérias, fungos, algas e protozoários. Esses agentes são 

encontrados em águas frias, em solos oceânicos e em regiões polares. A maioria dos 
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microrganismos marinhos são psicrófilos, como as bactérias do gênero Pseudomonas, 

Alcaligenes, Flavobacterium, Polaromonas. Os mesófilos crescem em temperatura 

ambiente de 25 a 40ºC. Fazem parte deste grupo a maioria dos microrganismos 

patogênicos, pois esta faixa de temperatura está mais próxima da temperatura corpórea 

humana de 37ºC. Destacam-se as bactérias saprófitas, fungos, algas e protozoários. Os 

microrganismos termófilos crescem em torno de 40 a 85ºC. Esses agentes são 

encontrados em áreas vulcânicas, em mistura de fertilizantes e em nascentes quentes. 

Somente os microrganismos procarióticos crescem nestas temperaturas, como a bactéria 

Bacillus stearothermophilus. O grupo das arqueobactérias é capaz de desenvolver em 

temperaturas acima de 100ºC, como a Pyrodictium occultum, Pirococcus woesei e 

Termococcus celer (Pelczar., 1996). O Penicillium é mesófilo cresce em temperatura 

ambiente de 25 a 40ºC. O pH é um fator crítico na FES, por conta da heterogeneidade e 

consistência do material, sendo difícil de ser controlado. Diante a adição de soluções-

tampão durante a etapa de umidificação do substrato tem se tornado importante 

(SCHMIDELL et al., 2001). 

 

2.3.2 Microrganismos empregados na FES 

 

Na Fermentação em Estado Sólido, os fungos filamentosos representam os 

micro-organismos mais promissores, pela variedade de produtos de seu metabolismo e 

devido ao desenvolvimento das hifas que permite aos mesmos maiores penetrações no 

substrato e nas regiões porosas entre partículas da matéria-prima. Além disso, a maioria 

dos fungos possui capacidade de crescer em meios com baixa atividade de água (aw) e 

baixo pH, e produz enzimas extracelulares hidrolíticas  para degradar as 

macromoléculas presentes no substrato sólido, favorecendo assim o seu uso em FES 

(RAHARDJO  et al., 2006). De acordo Hasan, et.al.,(2002), dentre os fungos 

filamentosos, as três classes mais usadas em FES são Phycomycetes (Mucor e 

Rhizopus), Ascomycetes (Aspergillus e Penicillium) e Basidomycetes (Polysporus). 

2.3.2.1 Penicillium roqueforti 

 

O Penicillium roqueforti é um fungo filamentoso que pode ser isolado do solo, 

degradando substâncias orgânicas e partes vegetais. O Penicillium multiplica-se 
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vegetativamente por conídios produzidos em cadeia em conidióforos que se ramificam 

na extremidade, lembrando uma vassoura (figura 5.a). Estes conídios, após 

disseminados, produzirão novo micélio (Kimati et al., 1978). Esse micélio responsável 

pela nutrição do fungo é formado por hifas e possui coloração azul esverdeada, 

conforme apresentado na figura 5.b: 

 

 
Figura 5: Fungo Penicilium roqueforti, parte  “a” (morfologia microscópica ) e  parte 

“b”( morfologia  macroscópica). Fonte: “a” CorbisImages-2015; “b”Autora. 

 

Entre fungos filamentosos, o gênero Penicillium contém muitos produtores de 

lipase, pois é possível ocorrer a produção sem a necessidade de indutores (óleos e/ou 

gorduras), pois esse fungo é altamente adaptado a reações de hidrólise de triglicerídeos 

devido a sua grande utilização na produção de queijos, inclusive o queijo Roquefort que 

que leva o nome do fungo.(FERRER et al., 2000). Outro aspecto relevante deste fungo é 

a segurança, ele tem a classificação GRAS (Generally Recognized as Safe) do FDA 

(Food and Drug Administration), tornando os processos que o utilizam viáveis e os 

produtos finais, (enzima e substrato fermentado) são perfeitamente possíveis de serem 

direcionado à alimentação, por exemplo. 

 

2.4 Lipase (EC 3.1.1.3, triacilglicerol) 

As lipases são enzimas que hidrolisam ésteres de ácidos graxos de cadeia longa 

(acima de oito carbonos) produzindo monogliceróis e diacilgliceróis e ácidos graxos 

livres numa emulsão que forma uma interface óleo-água. As lipases também são usadas 

como catalizadores em reações de esterificação, transesterificação e interesterificação 

(a) (b) 
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(SANTOS, R.R. et.al., 2014). Existem outras enzimas que catalisam ácidos graxos, são 

as estreases e cutinases a diferença entre elas e uma lipase está no fato de que a lipase 

catalisa reações de substratos insolúveis em água, enquanto que uma esterase age em 

substratos solúveis (ERICSSON et al., 2008). 

A lipase se destaca entre as enzimas devido a sua variedade de aplicações, e o 

uso dela em processos biotecnológicos, gerando produtos valorosos, tais como produtos 

farmacêuticos, agrotóxicos, biocombustíveis e em compostos de aroma (JOSEPH, B. & 

RAMTEKE, P.W., 2008; JAEGER, E.K. & EGGERT, T., 2002; SANTOS, R.R. et.al., 

2014).  As lipases são produzidas por vários microrganismos, animais e plantas. Porém 

a maioria das lipases utilizadas em processos biotecnológicos é obtida a partir de 

fungos, leveduras e bactérias conforme (tabela 2). Existem as lipases extracelulares e 

intracelulares, porém as microbianas em geral são extracelulares, isso é são excretadas 

através da membrana externa para o meio de cultura (TAN et al., 2003).  Os fungos 

filamentosos são os principais produtores de lipase, pois eles produzem a maioria das 

enzimas em ambientes extracelulares. Destacam-se os microrganismos dos gêneros 

Aspergillus, Rhizopus, Mucor, Penicillium e Geotrichum (ÜLKER, S. & KARAOGLU, 

A.S. 2012). 

 

2.4.1 Lipase por fermentação em estado sólido 

 

O uso de lipase como biocatalisador com aplicação industrial vem crescendo 

muito na atualidade e isso se dá devido às grandes vantagens que ela possui em catalisar 

reações sob condições mínimas de temperatura e pressão, o que reduz os gastos 

energéticos, um dos principais enfoques da indústria (POLIZELLI, 2005). Estas 

enzimas podem ser obtidas por fermentação em estado sólido (FES), no qual são 

utilizados substratos insolúveis (resíduos da agroindústria) com baixos teores de 

atividade de água em sua composição. Os mesmos atuam como fonte de nutrientes para 

o metabolismo dos microrganismos empregados (PANDEY, 2003). 

A produção de lipase via FES tem sido relatada principalmente por fungos 

filamentosos e pouco por bactérias e leveduras; utilizando resíduos da agroindústria.  

Muitos estudos vêm sendo realizados para obtenção de lipases para aplicações 

industriais com diferentes substratos e fungos, como demonstra a tabela 2. 
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Observa-se que a maioria dos estudos de produção de lipase relatados na 

literatura, são realizados suplementação do meio fermentativo, principalmente com 

óleos, com ureia, ou com mix de resíduos agroindustriais, o que justifica muitas vezes 

os valores de atividade enzimática elevados. Nesse estudo em questão, foi utilizado 

somente como indutor o fungo filamentoso Penicillium roqueforti, farelo de cacau e 

água. 
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Microrganismos Resíduos agroindustriais Tempo de 

fermentação (horas) 

Atividade 

lipásica 

Produtividade 

(U/g.h) 

Referências 

A. niger mutante Farelo de trigo e borra de milho 48 62,7U/g

ms 

1,3 Damaso et al. 2008 

 

(2008) 
A. niger Farelo de trigo 96 33.03 

U/mL 

0,34 Contesini et al.2009 

200(2009) A. niger Bolo de óleo de coco, farelo de trigo  96 628,7 

U/gms 

6,5 Edwinoliver et 

al.2010 

 

 (2010) A.niger Farelo de cacau 48 11,67 U/g 0,24 

U/g.h 

Amorim et al. (2012) 

Asp ergillus sp Farelo de soja 96 25,07 U 0,26 Colla et al. (2010) 

A. fumigatus Óleo de soja 120 119,46 

U/gms 

0,99 Martins et al. 2008 

Yarrowia lipolytica Bagaço de cana e farelo de trigo 168 9,3 

U/gms 

0,05 Babu e Rao (2007) 

Burkholderia cepacia Farelo de trigo, enriquecido com 5% de 

óleo de milho 

 

72 U/gms 1,5 Fernandes et al. 

(2007) 

P. simplicissimum Torta de soja 100 21 

U/gms 

0,21 Di Luccio et al. 

(2004) Penicillium 

Simplicissimum 

Torta de mamona 96 155.8 

U/g 

1,62 Godoy et al. (2011) 

Penicillium sp. Farelo de soja 48 186 U/g 3,87 Vardanega et al. 

(2010) Penicillium 

Brevicompactum 

Torta de babaçu 96 98.78 

U/g 

1,02 Silva et al. (2011) 

Penicillium sp. Farelo de soja 48 19,2 

U/g 

0,4 Griebeler et al. (2011) 

 

Rhizopus oryzae Farelo de soja 120 96.52 

U/g 

0,8 Garlapati Banerjee 

(2010) 

 

(2010) 

 

 

Tabela 2: Estudos realizados para obtenção de lipase por fermentação em estado sólido por diferentes fungos e diferentes substratos. 
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2.4.2 Aplicações da lipase 

 

 A lipase se destaca entre as demais enzimas, devido a sua grande aplicação 

biotecnológica, sendo esta utilizada em diversas indústrias. 

 Indústria de alimentos 

São utilizadas principalmente na hidrólise de óleos e gorduras presentes em 

alguns alimentos. No setor de laticínios são utilizadas em queijos na alteração e 

intensificação do sabor e em processos de aceleração da maturação, além de serem 

empregadas para obtenção de margarinas de baixo teor calórico, entre outras (Alonso, 

2001).  

As lipases podem também ser utilizadas na hidrólise da gordura do leite, na 

obtenção de melhor textura de massas de pães, na maturação de salsichas ou ainda na 

remoção de gordura de produtos de carnes e peixe (Godoy, 2009).  

 Indústria de detergentes 

O emprego de lipases nesse setor é responsável pela venda de cerca de 1.000 

toneladas de lipases por ano. Devido a habilidade em hidrolisar gorduras, as lipases são 

utilizadas para facilitar o rompimento de ligações presentes nos triacilgliceróis e, 

consequentemente solubilizar gorduras aderidas ao tecido (SHARMA, CHRISTI E 

BANERJEE, 2001). 

 Biodiesel 

A lipase se destaca como um potencial catalisador utilizado na obtenção de  pois 

as mesmas conseguem atuar sobre ligações éster presentes em acilgliceróis, liberando 

ácidos graxos e glicerol. São um grupo de grande importância por sua habilidade única 

de hidrolisar as ligações éster de ácidos graxos de cadeia longa em ambientes aquosos e 

sintetizá-las em meio não aquoso. O biocombustível em questão pode ser produzido por 

alcoólise ou hidrólise seguida de esterificação utilizando lipases. Um número 

considerável de lipases bacterianas e fúngicas tem sido produzido comercialmente, 

sendo a última mais prática porque fungos produzem enzimas extracelulares, que são 

mais fáceis de recuperar a partir do caldo de fermentação (DHEEMAN et al., 2011). 
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 3 CONCLUSÃO 

 

A utilização da lipase na indústria vem crescendo significativamente, mesmo em 

meio aos obstáculos, que estão intimamente ligados aos custos na produção, bem como 

na possível reutilização desse catalizador biológico. No entanto o processo de 

fermentação em estado sólido vem abrindo novas oportunidades, pelo fato de utilizar 

uma matriz decorrente de rejeitos agroindustriais, que em consequência barateia os 

custos de produção que são explicitados nos variados estudos citados nesse trabalho. 
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CAPÍTULO II 

 

SILVA, T.P. Emprego do farelo de cacau para a obtenção e caracterização de um 

extrato enzimático contendo atividade de lipase de Penicillium roqueforti . Ilhéus-BA: 

UESC, 2016. 77p. (Dissertação: Mestrado em Química – Área de Concentração em 

Produtos Naturais). 

 

 RESUMO 

 

Lipases são enzimas de grande interesse e aplicação industriais, por este motivo, foi 

investigada a produção de um extrato enzimático, contendo atividade de lipase (Lip, 

U/g), de Penicillium roqueforti cultivado apenas em farelo de cacau. A otimização das 

condições de cultivo (aw = 0.888 / T = 26.75°C / t = 60 h) resultou em uma 

produtividade de 0.289  x U/g.h. O extrato enzimático apresentou condições ótimas de 

pH e T para Lip de, 6.8 e 33.8°C, respectivamente; a estabilidade térmica foi melhor a 

50°C, com uma meia-vida estimada em 50 min e a adição dos solventes diclorometano 

ou éter metílico ou dos sais CoCl2, Pb(C2H3O2)2 ou MgCl2 ao tampão de incubação 

favoreceu a Lip. A enzima foi capaz de hidrolisar diferentes substratos, azeite de oliva 

(18 U/g), óleos de soja e dendê (15 e 16,5 U/g), óleos de fritura soja e dendê (6,5 e 8 

U/g), além do p-nitrofenil-palmitato (48,64 U/g); ainda foi observado as tendências com 

os parâmetros cinéticos (Km e Vmáx aparente) da lipase para todos os substratos azeite 

de oliva (7,58g/mL e 17,6), óleos de soja e dendê (3,44 g/mL e 15,77; 8,45 g/mL e 

19,34), óleos de fritura soja e dendê (4,46 g/mL e 20,32; 9,56g/mL e 16,9) , além do p-

nitrofenil-palmitato (0,788 g/mL e 37,17). Foi feito o estudo de purificação por sulfato 

de amônio e a dosagem de proteínas totais pelo método de Lowry. O farelo de cacau, 

portanto, pode ser empregado de forma viável para a produção de extratos enzimáticos 

contendo, por exemplo lipases semelhante às descritas na literatura.  

Palavras-chave: Penicillium roqueforti, fermentação em estado sólido, lipase. 
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SILVA, T. P. Employment cocoa meal for obtaining and characterization of an enzyme 

extract containing lipase activity of Penicillium roqueforti. Ilheus-BA: UESC, 2016. 

77p. (Dissertation: MSc in Chemistry - Area of Concentration in Natural Products). 

ABSTRACT 

 

 

Lipases are enzymes of high interest and industrial application for this reason, the 

production of a enzyme extract was investigated, containing lipase activity (Lip U / g) 

of Penicillium roqueforti cultivated only in cocoa meal. The optimization of culture 

G.H. The enzyme extract showed optimal conditions of pH and T for Lip, 6.8 and 33.8 ° 

C respectively; thermal stability was better at 50 ° C, with an estimated half-life of 50 

min and the addition of the methyl ether, or dichloromethane solvents or CoCl2 salts, 

Pb (C2H3O2) 2 or MgCl 2 to the incubation buffer favored Lip. The enzyme was able 

to hydrolyze different substrates, olive oil (18 U / g), soybean oil and palm oil (15 and 

16.5 U / g), soybean frying oil and palm oil (6.5 and 8 U / g ), and p-nitrophenyl 

palmitate (48.64 U / g); It was still observed trends with kinetic parameters (Vmax and 

Km apparent) of the lipase for all substrates olive oil (7,58g / mL and 17.6), soybean oil 

and palm oil (3.44g / ml and 15 77; 8.45 g / ml and 19.34), soybean frying oil and palm 

oil (4,46 g/mL e 20,32; 9,56g/mL e 16,9), and p-nitrophenyl palmitate (0,788 g/mL e 

37,17) the study by purification by ammonium sulfate and the dosage of total proteins 

by Lowry's method was made. The cocoa meal, therefore, may be used viably for the 

production of enzyme-containing extracts, e.g. lipases similar to those described in the 

literature. 

 

Keywords: Penicillium roqueforti, solid state fermentation, lipase. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Devido aos avanços na bioquímica de produção e nos processos de fermentação, 

tem crescido a produção de diferentes enzimas. Além disso, a utilização desses 

catalizadores biológicos vem se expandindo em diversas indústrias (SHARMA et al., 

2001). A lipase tem um amplo campo de aplicações, na formulação de detergente, 

síntese de biossurfactantes, a indústria oleoquímica, a indústria de laticínios, o 

agroindústria química, fabricação de papel, nutrição, cosméticos e de transformação 

farmacêutica. O desenvolvimento de tecnologias baseadas na lipase para a síntese de 

novos compostos é rapidamente expandindo as utilizações destas enzimas (LIESE et al., 

2000). 

Mesmo a lipase sendo uma enzima eficaz nos processos biotecnológicos, a 

utilização da mesma em escala industrial ainda é limitada devido aos onerosos custos de 

produção. A bioconversão de resíduos para a produção de lipases, bem como outras 

enzimas, ocupa posição de destaque, devido à possibilidade de obtenção de 

biocatalisadores com menor custo usando técnicas ambientalmente sustentáveis, tais 

como a fermentação em estado sólido(SALIHU , et al.,  2012; FLEURI, L.F., et al., 

2014). 

Dentre os resíduos utilizados na fermentação em estado sólido para obtenção de 

lipase, apresentam-se os rejeitos da fruticultura, agricultura, indústrias de alimentos. 

Nesse estudo buscou-se a viabilização em utilizar o farelo de cacau, proveniente de 

indústrias de chocolate, como substrato, e como agente da fermentação sólida o fungo 

filamentoso Penicillium roqueforti para a produção de lipase. Além de caracterizar 

bioquimicamente o extrato enzimático bruto. Para a otimização dos processos foi 

utilizado o delineamento composto central rotacional, para estimar a significância das 

variáveis independentes atividade de água (aw) e temperatura. 

 

1.1. Material e Métodos 

 

Os experimentos foram desenvolvidos e realizados no Laboratório de 

Biotransformação e Biocatálise Orgânica (LaBioCat), da Universidade Estadual de 

Santa Cruz ( UESC), localizada em Ilhéus – Bahia. 
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1.1.1 Microrganismo 

 

O microrganismo utilizado nesse estudo foi o fungo filamentoso Penicillium 

roqueforti que foi cedido pela Fundação Oswaldo Cruz - RJ (FIOCRUZ-RJ), sendo esta 

cepa isolada, caracterizada e depositada no Instituto Nacional de Controle de Qualidade 

em Saúde – INCQS, sob o registro de número: 40075 e lote: 079840075. Este fungo 

vem sendo periodicamente preservado em sílica e glicerol e mantido em ultrafreeser à 

temperatura -80ºC. 

 

1.1.2 Preparo do Inóculo 

 

 Para o preparo da suspensão de esporos, o fungo foi repicado em meio Batata-

Dextrose-Ágar (BDA) (VETEC) e Ágar-Ágar (VETEC) em erlenmeyers de 250 mL, em 

um período de 7 dias em estufa bacteriológica (B.O.D.) a 26,5ºC. A coleta dos esporos 

foi feita adicionando-se água destilada contendo Tween 80 (VETEC) (0,01%) e pérolas 

de vidro estéreis aos erlenmeyers. Para a contagem do número de esporos em suspensão 

utilizou-se câmara de Neubauer duplamente espelhada e microscópio binocular 

(BIOVAL L1000). A concentração de esporos utilizada foi de 10
7
 esporos/g de farelo de 

cacau seco.  

 

1.1.3. Obtenção e caracterização físico-química do substrato 

  

 O substrato utilizado em todos os experimentos foi o farelo de cacau cedido por 

indústrias de chocolate localizadas na região sul da Bahia. Sendo este previamente seco 

em estufa à 50ºC por 24 horas e triturado em moinho de facas tipo Willey (ACB 

LABOR) a uma granulometria de 2 mm (Figura 1) sendo armazenado em embalagem 

plástica em local seco até o momento de uso. 

 A análise físico-química, quanto aos valores de matéria seca (MS), matéria 

mineral (MM), proteína bruta (PB), fibra bruta (FB), fibra em detergente neutro (FDN), 

fibra em detergente ácido (FDA), extrato etéreo (EE), foram realizadas segundo a 

metodologia da Association of Official Analytical Chemists - AOAC (2006). Os valores 

obtidos foram expressos em (g/100g de matéria seca). 
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Figura  1: Farelo de cacau, triturado em moinho de facas tipo Willey (ACB LABOR) a 

uma granulometria de 2 mm e farelo de cacau microscópico. Fonte: autora. 

 

1.1.4. Fermentação em estado sólido 

 

 Para a fermentação (Figura 2) utilizou-se erlenmeyers de polipropileno 125 mL, 

contendo 10g do substrato, que em seguida foram autoclavados a 121ºC e 1,0 atm de 

pressão por 15 minutos. Após o resfriamento, foi inoculado sobre o farelo de cacau a 

suspensão de esporos na concentração de 10
7
 esporos/g de farelo e umedecido com água 

destilada estéril. As variações de quantidade de água foram determinadas pela variável 

atividade de água (aw), sendo esta aferida em equipamento Novasinalabswift 

(TECNAL). As fermentações foram incubadas em estufas bacteriológicas (B.O.D.) sob 

diferentes temperaturas.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  2: Farelo de cacau fermentado, com o fungo Penicillium roqueforti crescido(a), 

e imagem microscópica do resíduo com o fungo. Fonte: autora. 

 

(a)                                                              (b) 

(a)                                                        ~                    (b) 
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1.1.5. Obtenção do extrato enzimático bruto 

 

 A obtenção do extrato enzimático bruto ocorreu após o tempo de fermentação, 

onde são adicionados 50 mL de tampão fosfato de sódio 0,1M, pH 7,0 ao substrato 

fermentado e após é colocado sob agitação em incubadora Shaker (TECNAL)  a 35ºC e 

200 rpm por 20 minutos. O extrato bruto foi obtido por prensagem mecânica, com o 

auxílio de gaze e em seguida centrifugado a 704.34 g por 5 minutos para remoção de 

sólidos mais finos. O sobrenadante foi utilizado para a dosagem da atividade lipolítica. 

 

1.1.6. Determinação da atividade lipolítica 

 

a) Titulação 

 

 A atividade lipolítica foi determinada pelo método titulométrico descrito por 

Gutarra et al., (2009) e Amorim et al., (2012). Foi preparada uma emulsão constituída 

por azeite de oliva (5% m/v) emulsionado por cinco minutos com goma arábica (10% 

p/v) em tampão fosfato de sódio 0,1 M pH 7,0. Em cada erlenmeyer de 125 mL foi 

adicionado 10 mL da emulsão e 1 mL da amostra. Em seguida foram incubados sob 

agitação 200 rpm e 35ºC, em incubadora Shaker (TECNAL) por 20 minutos. A reação 

foi paralisada pela adição de 10 mL de uma solução de acetona/etanol (1:1 v/v). Os 

ácidos graxos extraídos foram, titulados com uma solução de NaOH (0,04 M) até pH 

11.  

 As amostras e brancos foram preparados em triplicata, sendo que nos brancos 1 

mL do extrato enzimático foi  adicionado somente no momento da titulação. Uma 

unidade de atividade lipolítica foi definida como a quantidade de enzima capaz de 

liberar 1μmol de ácidos graxos por minuto por grama de substrato. O valor da atividade 

enzimática foi calculada conforme a equação 1 descrita a seguir AMORIM et al., 

(2012): 

 

     
                   

      
        

     
  

  
  

                                                                                                            Equação (1) 
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Onde:  

A = atividade lipásica (U/g);  

Va = Volume da amostra titulada (ml);  

Vb = Volume do branco titulado (ml);  

Vc = Volume da amostra usada na reação (ml);  

Vd = Volume do tampão usado para a extração (ml);  

t = Tempo de reação (min);  

M = Molaridade da solução de NaOH;  

m = massa contida no erlenmeyer (g);  

As = Massa da amostra seca (g);  

Au = Massa da amostra úmida (g). 

 

b) Espectrofotométrica 

 

 Este método de quantificação se baseia na formação de um produto cromóforo 

(p-nitro fenol) a partir da reação de hidrólise de ésteres graxos do p-nitrofenil catalisada 

pelas lipases. A solução (A) foi preparada utilizando-se p-nitrofenil palmitato 

15mmol/L em álcool isopropílico. A solução (B) foi preparada uma emulsão, contendo 

tampão Tris-HCl 66mM, pH 8,0 com Triton X-100 (0,6% ) e Goma arábica (0,1%). A 

reação foi disparada pela adição do extrato enzimático, foi para o banho por 10 min 

40ºC,  parou-se a reação com uma solução de ácido cítrico 1M. O progresso da reação 

(formação do p-nitrofenol) foi acompanhado em espectrofotômetro com leituras das 

absorbâncias a 410 nm. A atividade lipásica é definida como a quantidade de enzima 

necessária para hidrolisar 1,0 μmol de p- nitrofenil palmitato por minuto nas condições 

descritas anteriormente. A atividade lipásica espectrofotométrica foi expressa em U/ml. 

As reações foram realizadas em eppendorf seguindo a sequência apresentada no 

esquema 1. O cálculo da atividade enzimática foi feito pela Equação 2: 

 

 

Esquema 1: Reação espectrofotométrica 

5 µL de extrato enzimático 

35 µL de Solução B 

60 µL de Solução A 
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           Equação (2) 

 

Onde:  

α = coeficiente angular da reta (Abs / tempo)  

F = fator (concentração do produto / absorvância)  

Vf = volume final (mL)  

Va = volume da amostra (mL)   

Fd = fator de diluição  

 

 Calculou-se o fator, a partir de curva padrão, utilizando- se diferentes 

concentrações do p-nitrofenol. A atividade lipásica espectrofotométrica no meio 

fermentado sólido foi calculada conforme a equação 3 e expressa em U/g. 

 

                    
 

 
  

        

  
    Equação (3) 

 

Onde:  

ALL = atividade lipásica espectrofotométrica no meio de extração líquido(U/mL)  

Vext = volume de extração enzimática (mL)  

Mi = massa seca de torta inicial (g) 

 

1.1.7. Perfil fermentativo  

 

 A cinética de fermentação foi analisada a fim de encontrar a maior atividade de 

hidrólise e o melhor tempo de fermentação. Para isso realizou-se a fermentação por 108 

horas a 26,5ºC e 0,854 aw. A cada 12 horas uma fermentação foi retirada e determinada 

à atividade lipolítica (1.1.6). Cada tempo de fermentação foi realizado em triplicata. 

 

1.1.8. Otimização para obtenção de lipase 

 

 Foi utilizado o delineamento composto central rotacional (2
3
 DCCR), para 

otimizar a produção de lipase, pelo fungo Penicillium roqueforti através da fermentação 

sólida em farelo de cacau. As variáveis independentes nos níveis analisados foram 
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temperatura (T, °C) e atividade de água (aw), totalizando assim 11 ensaios (com 4 

pontos estrela ou axiais e 3 pontos centrais, conforme apresentado na Tabela 1). A partir 

da análise dos resultados foram submetidos à metodologia da superfície de resposta 

(MSR) que demonstra a relação entre as variáveis independentes estudadas, além de 

identificar a região de ótimo e o ponto crítico. O software utilizado para a análise dos 

dados foi o programa STATISTICA® 10 (StatSoft).  

 

Tabela 1: Matriz do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR, 2
3
) com seus 

níveis reais e codificados (em parênteses) para otimização da obtenção de lipase por 

Penicillium roqueforti, em 10g de farelo de cacau, 10
7
 esporos/g, em estufa 

microbiológica (BOD), por 60 horas de fermentação. 

Experimentos 
Variáveis 

aw Temperatura (ºC) 

1 0,864 (-1) 17,18 (-1) 

2 0,913 (+1) 17,18 (-1) 

3 0,864 (-1) 27,81 (+1) 

4 0,912 (+1) 27,81 (+1) 

5* 0,888 (0) 22,5 (0) 

6* 0,888 (0) 22,5 (0) 

7* 0,888 (0) 22,5 (0) 

8 0,854 (-1,41) 22,5 (0) 

9 0,923 (+1,41) 22,5 (0) 

10 0,888 (0) 15 (-1,41) 

11 0,888 (0) 30 (+1,41) 

 

 

1.1.9. Caracterização do extrato enzimático bruto 

 

 Todas as caracterizações foram realizadas com extrato enzimático bruto, nas 

condições ótimas determinadas pela otimização descrita no item 2.2.6. 
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1.1.9.1. Determinação de  pH e temperatura ótimos 

 

 Para a determinação de pH e temperatura ótimos foi utilizado o delineamento 

composto central rotacional (2
3
 DCCR). Foram realizados 11 ensaios, sendo destes 3 

pontos centrais e 4 pontos estrela ou axiais (Tabela 2). A atividade lipolítica foi 

analisada conforme descrito no item 2.2.5 alterando a temperatura e pH da reação. O 

software utilizado para análise dos resultados foi o programa STATISTICA® 10 

(StatSoft).  

  

Tabela 2: Matriz do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR, 2
3
) com seus 

níveis reais e codificados (em parêntese) para a caracterização quanto ao pH e 

temperatura ótimos da lipase produzida por Penicillium roqueforti, em 10g de farelo de 

cacau, 10
7
 esporos/g, em estufa microbiológica (BOD), 60 horas de fermentação com aw 

0,886 e temperatura 26,75°C, apontando uma atividade lipásica de 16,43 U/g. 

Experimentos 
Variáveis 

pH Temperatura (ºC) 

1 5,43 (-1) 24,36 (-1) 

2 7,56 (+1) 24,36 (-1) 

3 5,43 (-1) 45,63 (+1) 

4 7,56 (+1) 45,63 (+1) 

5* 6,5 (0) 35 (0) 

6* 6,5 (0) 35 (0) 

7* 6,5 (0) 35 (0) 

8 5 (-1,41) 35 (0) 

9 8 (+1,41) 35 (0) 

10 6,5 (0) 20 (-1,41) 

11 6,5 (0) 50 (+1,41) 

 

1.1.9.2. Termoestabilidade 

 

 A estabilidade térmica da lipase foi determinada através da incubação do extrato 

bruto apontando uma atividade lipásica de 16,43 U/g, em temperaturas entre 35 e 80 °C, 

na ausência do substrato. Em intervalos de 10, 20, 30, 40 e 50 minutos, uma alíquota foi 

retirado e feito a dosagem da atividade residual da enzima. 
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1.1.9.3. Estabilidade ao congelamento da biomassa fermentada 

 

 A estabilidade da lipase ao congelamento da biomassa fermentada foi 

determinada através do congelamento desta à -4ºC por 90 dias. A cada 10 dias foi 

retirado uma amostra congelada e feito a dosagem da atividade enzimática. 

 

1.1.9.4. Estabilidade ao congelamento do extrato enzimático bruto 

 

A estabilidade da lipase ao congelamento do extrato enzimático bruto apontando 

uma atividade lipásica de 16,43 U/g, foi determinada através do congelamento desta à -

4ºC por 90 dias. A cada 10 dias foi retirado uma amostra congelada e feito a dosagem 

da atividade enzimática. 

 

1.1.9.5. Atividade lipolítica frente a diferentes substratos 

 

 Ensaios de atividade lipolítica frente a diferentes substratos foram realizados 

utilizando diferentes substrato: óleos de origem vegetal tais como, oliva, soja, dendê, 

óleo de soja de fritura e óleo de dendê de fritura (5% m/v ) e o p-Nitrofenil-palmitato 

(15mmol/L). 

 

1.1.9.6. Determinação dos parâmetros cinéticos KM aparente e Vmax aparente 

 

 A determinação dos parâmetros cinéticos, constante de Michaelis-Mentem (KM ) 

e a velocidade máxima (Vmax ), foram calculadas mediante distribuição dos dados no 

gráfico dos duplos recíprocos de velocidade de reação versus concentração do substrato, 

de acordo com o método de linearização de Linewaver e Burk (1934). Foram realizadas 

variando-se a concentração do substrato padrão (azeite de oliva) na reação enzimática, 

além dos outros óleos vegetais, soja, dendê, óleo de soja de fritura e óleo de dendê de 

fritura e do substrato p-Nitrofenil-palmitato . A faixa escolhida para determinação foi de 

10 a 50 g/L de óleo adicionado ao meio reacional. Para o substrato p-Nitrofenil-

palmitato as concentrações foram, 1mg/mL, 31mg/mL, 41mg/mL, 51mg/mL, 61mg/mL. 
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1.1.9.7. Atividade enzimática frente a diferentes sais 

 

 Foram adicionados ao meio reacional, contendo como substrato o p-nitro fenil 

palmitato, 1µL de Pb(C2H3O2)2, MgCl2 , CaCO3, Na2CO3, CoCl2, nas concentrações de 1 

M no meio, para medida de atividade que foi determinada como anteriormente descrito 

(1.1.6. parte b) . 

 

1.1.9.8. Atividade enzimática frente a diferentes solventes  

 

 Foram adicionados ao meio reacional, contendo como substrato o p-nitro fenil 

palmitato, 1µL de acetona, éter, metanol, diclorometano, no meio, para medida de 

atividade que foi determinada como anteriormente descrito (1.1.6. parte b). 

 

1.1.9.9. Purificação parcial 

  

 Com o objetivo de purificar parcialmente a lipase produzida por Penicillium 

roqueforti e verificar o efeito do processo de precipitação por sulfato de amônio sobre a 

atividade lipásica, foram realizadas cinco condições de saturação (0-20%, 20-40%, 40-

60%, 60-80%). Para o processo de precipitação por sulfato de amônio seguiu-se a 

metodologia descrita por Englard e Seifter (1990). 

 A volumes de 50 mL do extrato enzimático bruto foram adicionadas, lentamente, 

quantidades determinadas de sulfato de amônio, sob agitação em banho de gelo, até 

obter as saturações pretendidas. Em seguida, as amostras foram mantidas refrigeradas 

em geladeira por 1 hora. Decorrido este tempo, as amostras foram centrifugadas a 

15000 g a 4°C por 20 minutos. O sobrenadante foi removido, e o precipitado 

ressuspendido em 1 mL de tampão fosfato de sódio pH 7,0. Após, o volume final foi 

medido, e as análises de atividade lipásica e proteína total foram realizadas. A eficiência 

do processo de precipitação com sulfato de amônio foi avaliada pela recuperação da 

atividade enzimática. 

 

1.1.9.10. Proteína total 
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 A determinação da concentração de proteína no extrato bruto foi realizada por 

método colorimétrico conforme metodologia descrita por Lowry et al. (1951). Este 

método baseia-se na produção de um composto azul formado a partir da reação entre o 

reagente Folin-Ciocalteu e o complexo cobre-proteína. Os dados de absorbância foram 

medidos utilizando espectrofotômetro a 660 nm e albumina de soro bovino (BSA) foi 

utilizada como padrão de proteína, para a construção da curva de calibração. 

 

2 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

2.1 Caracterização físico-química do substrato 

 

 Neste trabalho o substrato utilizado foi o farelo de cacau, cedido por fábricas de 

chocolate localizadas na região sul da Bahia. A produção de enzimas é induzida pela 

presença de nutrientes no substrato. Sendo assim é muito importante realizar a 

caracterização físico-química do resíduo utilizado. 

Partindo dessa premissa foram realizadas análises físico-químicas tais como, 

matéria seca (MS), matéria mineral (MM), proteína bruta (PB), fibra bruta (FB), fibra 

em detergente neutro (FDN), fibra em detergente ácido (FDA), extrato etéreo (EE) 

(tabela 3), para traçar a composição bromatológica do farelo, além de constatar se esse 

substrato é um promissor produtor de lipase. 

 

Tabela 3: Composição bromatológica quanto aos valores de matéria seca (MS%), 

matéria mineral (MM %), proteína bruta (PB %), fibra bruta (FB %), fibra em 

detergente ácido (FDA %) e fibra em detergente neutro (FDN %), do substrato (farelo 

de cacau) a ser utilizado como matriz na fermentação em estado sólido. Os valores 

determinados em triplicata foram expressos em % (g/100g de matéria seca). 

Componentes bromatológicos Farelo de Cacau 

% (g/100g) 

Matéria seca (MS) 89,91±0,03 

Matéria mineral (MM) 6,87±0,09 

Proteína Bruta (PB) 12,15±0,28 

Fibra Bruta (FB) 25,1±0,32 

Fibra em detergente neutro (FDN) 43,1±0,2 

Fibra em detergente ácido (FDA) 36,18±0,24 

Extrato etéreo (EE) 14,32±0,05 
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Com base nos resultados obtidos, pode-se considerar que o farelo de cacau é um 

meio rico em nutrientes, tanto como fonte de carbono e nitrogênio, necessários para o 

crescimento dos microrganismos, bem como a capacidade dos mesmos de produzirem a 

enzima de interesse. Desta forma o farelo de cacau possui potencial suficiente para ser 

utilizado como a matriz sólida para a fermentação sólida e obtenção de lipase.  

 

2.2 Perfil fermentativo 

  

 A determinação do perfil fermentativo foi realizado a fim de se obter um tempo 

ótimo, para a produção de lipase. O processo fermentativo procedeu fixando uma 

atividade de água e temperatura ideais para crescimento do fungo filamentoso 

Penicillium roqueforti, uma vez que cada microrganismo possui suas especificidades 

em relação a essas variáveis, sendo aw 0,7 para fungos, aw 0,8 para leveduras, aw 0,9 

para bactérias (OLIVEIRA, 2013). A temperatura é um fator crítico na FES, uma vez 

que os fungos filamentosos possuem atividades metabólicas mesófilas, e o crescimento 

dos mesmos estão associados às temperaturas entre 25 e 35ºC (SANTOS,  et al, 2011) . 

Logo a temperatura utilizada foi à indicada no manual de cultivo enviado pela 

FIOCRUZ, 26,5ºC e atividade de água (aw) 0,854, que está dentro da faixa de aw ideal 

para crescimento do gênero Penicillium apontada por (Pitt & Hocking, 2009). A figura 

3 apresenta o perfil fermentativo pela fermentação sólida do farelo de cacau, pelo fungo 

Penicillium roqueforti para obtenção de lipase.  
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Figura  3: Perfil fermentativo pela fermentação sólida do farelo de cacau, pelo fungo 

Penicillium roqueforti para obtenção de lipase, 26,5ºC e atividade de água (aw) 0,854. 

 

O perfil fermentativo demonstrou que a maior atividade lipásica ocorreu no 

tempo de 60 horas apresentando uma atividade de 17,33 U/g, seguido de um decréscimo 

de valores de atividade, isso por sua vez pode estar relacionado com o consumo do teor 

umidificante do meio pelo Penicillium roqueforti, para a manutenção de sua vida útil no 

processo fermentativo, além do consumo de nutrientes e provavelmente redução 

significativa no teor de lipídeos. Diante disso a atividade enzimática tende a cair no 

decorrer das horas, levando a conclusão de que está havendo uma redução de nutrientes, 

que em consequência leva ao decréscimo no crescimento microbiano e excreção de 

enzimas (AMORIM, et.al 2012). 

 

2.3.  Otimização da obtenção de lipase 

 

Para o estudo de otimização da obtenção de lipase, realizou-se um delineamento 

composto central rotacional (DCCR), a fim de que os principais efeitos das variáveis 

temperatura e atividade de água fossem avaliados, além da otimização dos valores de 

atividade enzimática. A tabela 3, apresenta a matriz do DCCR, com os valores reais, 

codificados e a resposta para a atividade de lipase em U/g. A partir da análise dos 

resultados foram aplicados à metodologia da superfície de resposta (MSR). 
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Verifica-se que os maiores valores de atividade lipásica, estão nos pontos 

centrais (15,33, 15,66, 14,33 U/g), no ensaio 3 (17,33 U/g) e no 4 (16 U/g), conforme 

observado na Tabela 3. Dessa forma os resultados obtidos, sugerem condições ótimas 

para a produção da lipase em torno de 22-28°C e qualquer valor de aw analisado. A 

análise de Pareto (Figura 9) revelou que a 95% de significância os termos estisticamente 

significativos para o modelo quadrático são temperatura (linear e quadrática) e atividade 

de água (quadrática). Assim, removendo-se os termos não significativos, procedeu-se à 

Análise da Variância (ANOVA) (Tabela 4) que revelou o valor de F calculado foi maior 

que o valor de F tabelado, e a falta de ajuste não foi significativa, além de mostrar um 

valor de coeficiente de determinação de 0,883 indicando que 88,3% dos valores 

experimentais podem ser explicados pelo modelo matemático, sendo este significativo 

estatisticamente.  

Portanto, o modelo quadrático estatisticamente significativo a 95% de confiança 

que descreve a produção de lipase por Penicillium roqueforti em farelo de cacau é 

apresentado como a Equação 4. 

 

Tabela 3: Matriz Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR, 2
3
) com seus 

níveis reais e codificados (em parênteses) das variáveis independentes, temperatura (°C) 

e atividade de água (aw), e variável resposta, Atividade lipásica (U/g), para otimização 

da obtenção de lipase por Penicillium roqueforti, em 10g de farelo de cacau, 10
7
 

esporos/g, em estufa microbiológica (BOD), por 60 horas de fermentação. 

Experimentos Variáveis 

 Aw Temperatura (ºC) Atividade lipásica 

(U/g) 

1 0,864 (-1) 17,18 (-1) 7±0,1 

2 0,913 (+1) 17,18 (-1) 8,33±0,17 

3 0,864 (-1) 27,81 (+1) 17,33±0,27 

4 0,912 (+1) 27,81 (+1) 16±0,4 

5* 0,888 (0) 22,5 (0) 15,33±0,52 

6* 0,888 (0) 22,5 (0) 15,66±0,35 

7* 0,888 (0) 22,5 (0) 14,33±0,43 

8 0,854 (-1,41) 22,5 (0) 10,66±0,54 

9 0,923 (+1,41) 22,5 (0) 12,33±0,57 

10 0,888 (0) 15 (-1,41) 7,33±0,77 

11 0,888 (0) 30 (+1,41) 13,33±0,32 
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Figura  4: Diagrama de Pareto, para a temperatura (TP) e atividade de água (Aw) para 

otimização da obtenção de lipase por Penicillium roqueforti, em 10g de farelo de cacau, 

10
7
 esporos/g, em estufa microbiológica (BOD), por 60 horas de fermentação. Os dados 

foram obtidos com o software Statistica ® 10. 

 

Tabela 4: Análise de variância (ANOVA) pela Matriz Delineamento Composto Central 

Rotacional (DCCR, 2
3
) em 95% de intervalo de confiança. 

Fonte de 

Variação 

SQ gl MQ F 

calculado 

F 

tabelado 

P 

Regressão 119,5548 5 23,91096 7,5490 5,0532 0,050 

Resíduo 15,8371 5 3,167429    

Falta de ajuste 14,8779 3 5,10367 10,640 19,164 0,0894 

Purro erro 0,9593 2 0,47963    

SQ total 135,3920 10     

R
2
 0,8830      

GL = Graus de Liberdade; SQ = Soma dos Quadrados; QM = Quadrado Médio; F = 

Teste de Fisher; R2 = Coeficiente de Determinação; P= Nível de probabilidade. 

 

                    
 

 
                                      

      

                                                                                                                   (Equação 4) 
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Onde:  

Aw= atividade de água (aw) 

T= temperatura (°C) 

 

Como os resultados, validaram estaticamente o modelo, permitiu a construção da 

superfície de resposta e curva de contorno apresentadas na figura (5). 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Figura  5: Superfície de contorno e de resposta para a otimização da obtenção de lipase 

por Penicillium roqueforti, em 10g de farelo de cacau, 10
7
 esporos/g, em estufa 

microbiológica (BOD), por 60 horas de fermentação. Os dados foram obtidos com o 

software Statistica ® 10. 

 

Na figuras 5 pode-se observar uma região de ótimo para a produção de lipase, 

essa região contempla uma faixa de aw de 0,864 à 0,888 e temperatura de 22,5°C à 

27,81°C, na qual encontram-se os melhores valores de atividade lipásica. 

 Os resultados foram validados, com a repetição em triplicata dos valores críticos 

apontados pelo modelo, sendo 60 horas de fermentação com aw 0,886 e temperatura 

26,75°C, apontando uma atividade lipásica de 16,43 U/g. O valor médio de atividade 

lipásica na repetição foi de 17,93 U/g, estando em concordância com o valor predito 

pelo modelo. 

 Khayati, Gh et al. (2012) utilizando palha de arroz enriquecida com óleo e ureia 

com o  fungo Rhisopus Oryzae, conseguiram uma atividade lipásica máxima de 56,44 

U/g. Em contra partida  Ferraz et al. (2012) encontrou atividades de lipase de cerca de 

130,1 U/g, 164,2 U/g e 189,5 U/g foram obtidos utilizando soja, bagaço de cana e farelo 

de arroz como substratos, sem suplementação, respectivamente, a 30°C e 60% de 
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umidade, por 72h de fermentação a partir do Sporobolomyces ruberrimus. Vaseghi, Z et 

al.(2012) encontraram um máximo de produção lipásica (215 U/g) em 72h de 

fermentação do bagaço de cana a uma temperatura de 45°C , empregando o fungo 

Rhizopus oryzae. 

 A temperatura é uma variável muito importante no processo de fermentação em 

estado sólido, pois a mesma está intimamente ligada ao transporte de massa e com a 

transferência de oxigênio, logo corrobora para o decréscimo no crescimento dos 

microrganismo, esporulação e em consequência a excreção  das enzimas (WANG, 

YANG 2007). As variáveis estudadas e otimizadas, e a região de ótimo obtida é de 

suma importância industrial, uma vez que esses processos primam pela economia 

energética e processos sem suplementação. 

 

2.4 Caracterização do extrato enzimático bruto 

 

2.4.1 Determinação do pH e temperatura ótimos 

 

O estudo das características bioquímicas das enzimas é importante para conhecer 

suas especificidades, para encaminha-las à aplicação industrial mais adequada. A 

determinação da temperatura e pH ótimo é uma característica primordial a ser estudada 

para sua utilização em bioprocessos. 

Nesse estudo foi utilizado delineamento composto central (DCCR 2
3
), para 

determinação da temperatura e pH ótimos da lipase de  Penicillium roqueforti. a fim de 

que os principais efeitos das variáveis temperatura e pH fossem avaliados, além da 

otimização dos valores de atividade enzimática. A tabela 5, apresenta a matriz do 

DCCR 2
3
, com os valores reais, codificados e a resposta para a atividade de lipase em 

U/g. A partir da análise dos resultados foram aplicados à metodologia da superfície de 

resposta (MSR). 
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Tabela 5: Matriz do delineamento composto central rotacional (DCCR 2
3
) com seus 

níveis reais e codificados (em parênteses) das variáveis independentes temperatura (°C) 

e pH  e valores obtidos para a variável resposta, atividade lipásica (U/g), de  Penicillium 

roqueforti cultivado em em 10g de farelo de cacau, 10
7
 esporos/g, em estufa 

microbiológica (BOD), 60 horas de fermentação com aw 0,886 e temperatura 26,75°C, 

apontando uma atividade lipásica de 16,43 U/g. 

Experimentos 
Variáveis 

pH Temperatura (ºC) Atividade lipásica (U/g) 

1 5,43 (-1) 24,36 (-1) 2,8 

2 7,56 (+1) 24,36 (-1) 7,5 

3 5,43 (-1) 45,63 (+1) 6,6 

4 7,56 (+1) 45,63 (+1) 1,66 

5* 6,5 (0) 35 (0) 12,8 

6* 6,5 (0) 35 (0) 14,5 

7* 6,5 (0) 35 (0) 16,2 

8 5 (-1,41) 35 (0) 1,66 

9 8 (+1,41) 35 (0) 12,4 

10 6,5 (0) 20 (-1,41) 2,33 

11 6,5 (0) 50 (+1,41) 0 

 

 

A análise de Pareto (Figura 6) revelou que a 95% de significância os termos 

estisticamente significativos para o modelo quadrático são temperatura (quadrática) e 

pH (quadrática). Assim, removendo-se os termos não significativos, procedeu-se à 

Análise da Variância (ANOVA) (Tabela 6) que revelou o valor de F calculado foi maior 

que o valor de F tabelado, e a falta de ajuste não foi significativa, além de mostrar um 

valor de coeficiente de determinação de 0,8937, logo os resultados conseguem explicar 

89,3% do modelo matemático. Após a validação do modelo através da ANOVA, pode-

se obter o modelo de segunda ordem (equação 4) que representa a atividade lipásica em 

relação aos valores de temperatura e pH. 
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Figura  6: Diagrama de Pareto, para a temperatura (TP) e  pH para a caracterização  da  

lipase de Penicillium roqueforti, cultivado em 10g de farelo de cacau, 10
7
 esporos/g, em 

estufa microbiológica (BOD), 60 horas de fermentação com aw 0,886 e temperatura 

26,75° C, apontando uma atividade lipásica de 16,43 U/g. Os dados foram obtidos com 

o software Statistica ® 10. 

 

 

                                                            Equação 4 

 

Onde: 

pH= potencial hidrogeniônico 

TP= temperatura (°C) 

 

Tabela 6: Análise de variância (ANOVA) pela Matriz Delineamento Composto Central 

Rotacional (DCCR, 2
3
) em 95% de intervalo de confiança. 

Fonte de 

Variação 

SQ gl MQ F calculado F tabelado P 

Regressão 312,53 5 62,506 8,479 5,053 0,005 

Resíduo 36,86 5 7,3716    

Falta de ajuste 31,0783 3 10,359   0,225 

Purro erro 5,7800 2 2,89    

SQ total 349,3890 10     

R
2
 0,89      

GL = Graus de Liberdade; SQ = Soma dos Quadrados; QM = Quadrado Médio; F = 

Teste de Fisher; R
2
 = Coeficiente de Determinação. 
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Como os resultados, validaram estaticamente o modelo, permitiu a construção da 

superfície de resposta e curva de contorno apresentadas na figura (7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 O modelo apresenta um valor máximo de atividade lipásica para as variáveis em 

estudo sendo pH 6,8 e temperatura 33,8°C. Os resultados obtidos indicaram que a lipase 

de P. roqueforti apresenta caráter básico. Os resultados foram validados, com a 

repetição em triplicata dos valores críticos apontados pelo modelo, sendo pH 6,8 e 

temperatura 33,8°C, apontando uma atividade lipásica de 14,79 U/g. O valor médio de 

atividade lipásica na repetição foi de 15,53 U/g, estando em concordância com o valor 

predito pelo modelo. 

Segundo Lima, et al (2004), a maioria dos fungos e leveduras que produzem  

lipases tem geralmente melhores valores de atividade  em pH neutro ou alcalino. 

Supakdamrongkul , P. et al (2010), encontraram a atividade máxima de lipase fúngica 

de Nomuraea rileyi MJ,  temperatura ótima de 35°C. 

Dheeman, D.S. et al (2011), produziram uma lipase de Penicillium sp. com 

atividade máxima em pH ótimo na faixa de 5,5 a 6 e temperatura 45°C. As lipases 

produzidas pelo gênero Penicillium são mais ativas em pHs alcalinos (FERRER, M. et 

al 2000). 

Figura  7: Superfície de contorno e de resposta para a otimização para a temperatura (TP) e  pH 

para a caracterização  da  lipase de Penicillium roqueforti, cultivado em 10g de farelo de cacau, 

10
7
 esporos/g, em estufa microbiológica (BOD), 60 horas de fermentação com aw 0,886 e 

temperatura 26,75°C, apontando uma atividade lipásica de 16,43 U/g. Os dados foram obtidos 

com o software Statistica ® 10. 
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Através desses dados apresentados e informações de outros autores é possível 

inferir que as lipases produzidas por diferentes fungos filamentosos, tem diferentes 

faixas de temperatura e pH ótimos de atuação. O que corrobora para a utilização dessas 

em diversas aplicações industriais. 

 

2.4.2. Termoestabilidade 

 

A termoestabilidade é um dos aspectos que interfere na eficácia dos complexos 

enzimáticos, sendo a característica que define tempo de meia vida utilizada para avaliar 

tal propriedade. É uma característica importante para enzimas com aplicações 

industriais, visto que em alguns processos utiliza-se faixas de temperaturas altas que 

podem degradar a enzima (ZHANG, J. et al 2011). Os resultados obtidos da 

termoestabilidade de Penicillium roqueforti podem ser observados na figura 6. Foi 

considerado 100% de atividade relativa, a amostra sem aquecimento. 
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Figura  8: Termoestabilidade da lipase de Penicillium roqueforti. 

 

A lipase apresentou-se estável em 50°C, mantendo por 30 min, 

aproximadamente 80% de sua atividade, seguido de um decréscimo, que em seguida se 

tornou praticamente constante dos 40 a 50 min. Em 60°C e 70ºC a enzima permaneceu 
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estável por 20 min, apresentando 65% de sua atividade. Em 80°C a enzima perdeu 

rapidamente a atividade, mantendo apenas 30% , durante o tempo de incubação total. A 

lipase em estudo se mostrou termoestável, uma vez que conseguiu manter mais de 50 % 

sua atividade em 50, 60 e 70°C, por 40 min. 

Fleuri, L.F. et al (2014) apresentaram uma lipase de Aspergillus sp, que a 40 e 

60 ° C mostraram atividade de 69% e 89%, e permaneceu estável a 60°C. Ülker e 

Karaoglu (2012); avaliaram a termoestabilidade de lipase purificada de Mucor hiemalis 

f. Corticola em temperaturas de 30 a 80°C e observaram que a enzima reteve 50% de 

atividade a 50°C por até 90 minutos de incubação. 

 

2.4.3. Estabilidade ao congelamento da biomassa fermentada 

 

 A estabilidade da enzima quanto ao congelamento da biomassa fermentada, é 

um parâmetro importante a ser observado, para avaliar o tempo que a enzima resiste 

mantendo sua atividade inicial. 

 Nesse estudo verificou por 90 dias, a atividade lipásica da biomassa congelada a 

-4°C, sendo avaliado a cada 10 dias, como identificado na figura 7. 
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Figura  9: Estabilidade da  biomassa fermentada da lipase de Penicillium roqueforti. 

em 10g de farelo de cacau, 10
7
 esporos/g, em estufa microbiológica (BOD), por 60 

horas de fermentação com aw 0,886 e temperatura 26,75°C, apontando uma atividade 

lipásica de 18 U/g. Os dados foram obtidos com o software OriginPro 8. 
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Verifica-se que a biomassa fermentada, manteve mais de 50% sua atividade até 

os primeiros 40 dias de congelamento, seguido de um decréscimo e logo em seguida um 

novo pico de atividade. Na penúltima retirada para análise, a atividade já demonstra um 

decaimento, seguido de uma inativação total aos 90 dias. A partir desses resultados, 

pode-se inferir que a enzima apresenta um perfil estável, uma vez que a mesma resiste 

até 50% de sua atividade inicial por 50 dias. Sugere-se a investigação de outros tampões 

ou sais ou até mesmo a liofilização para aumentar essa estabilidade, para que possa vir a 

ser utilizada em processos industriais, no entanto este tempo é suficiente para um 

estoque rápido. 

 

2.4.4. Estabilidade ao congelamento do extrato enzimático bruto 

  

 É comum realizar o congelamento para o armazenamento de proteínas, inclusive 

em ultrafreezer a -80°C. Porém congelar extratos enzimáticos pode causar uma 

desnaturação estrutural, seguidos de perda de atividade (HELLER et al, 1997). 

 Diante disso vê-se a necessidade de avaliar o extrato enzimático bruto, quanto ao 

seu congelamento em -4°C, por 90 dias, sendo avaliados a cada 10 dias, como mostra a 

figura 8. 
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Figura  10: Estabilidade ao congelamento do extrato enzimático bruto congelado, da 

lipase de Penicillium roqueforti em 10g de farelo de cacau, 10
7
 esporos/g, em estufa 
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microbiológica (BOD), por 60 horas de fermentação com aw 0,886 e temperatura 

26,75°C, apontando uma atividade lipásica de 18 U/g. Os dados foram obtidos com o 

software OriginPro 8. 

 

 Lazari, S. A., 2010, em seus estudos com lipase, observou que a mesma perdeu 

sua atividade do extrato bruto de lipase de S. thermophilum, após 1 dia a -20°C. 

Verificou também que a enzima mantida em geladeira a atividade também decaiu 

rapidamente, retendo 50% do valor inicial em 7 dias. Diante disso corrobora que a 

lipase de Penicillium no presente trabalho é mais estável uma vez que manteve mais de 

60 % de sua atividade por 40 dias e perdeu sua atividade total só após os 70 dias de 

congelamento em geladeira. Partindo do pressuposto que o Penicillium não é um 

psicotrófico, ele é mesófilo então é de se esperar que suas enzimas não estejam tão 

ativas em baixas temperaturas. 

2.4.5. Atividade lipásica frente de diferentes substratos 

  

 As lipases são caracterizadas pela capacidade de catalisar e hidrolisar ligações 

ésteres de ácidos carboxílicos, sendo estes triacilgliceróis de cadeia longa (mais de 10 

carbonos). Essas características permitem uma especificidade em relação às cutinases e 

demais estreases. Dessa forma as lipases são capazes de hidrolisar cadeias lipídicas de 

óleos das mais variadas composições (LIMA, et al., 2004). Uma enzima pode apresentar 

diferentes taxas de hidrólise sobre os triacilgliceróis, principalmente quanto ao 

comprimento da cadeia e número de insaturações (JENSEN et al., 1983). Diante disso 

observou-se a atividade lipásica do extrato enzimático produzido frente a a diferentes 

substratos, tais como óleos vegetais (azeite de oliva , óleo de soja , óleo de soja de 

fritura, azeite de dendê  e azeite de dendê de fritura) e o p-nitro fenil palmitato, 

conforme apresentado na figura 9. 
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Figura  11: Atividade lipásica frente a diferentes substratos,  (O.S.) Óleo de soja, 

(O.S.F) Óleo de soja de fritura, (O.D.) Óleo de dênde, (O.D.F) Óleo de dênde de fritura, 

(A.O.) Azeite de oliva, (P-NPP) p-nitro fenil palmitato, da lipase de Penicillium 

roqueforti em 10g de farelo de cacau, 10
7 

esporos/g, em estufa microbiológica (BOD), 

por 60 horas de fermentação com aw 0,886 e temperatura 26,75°C. Os dados foram 

obtidos com o software OriginPro 8. 

 

 Os fatores que mais influenciam na atividade das lipases é o tamanho da cadeia 

carbônica, número de insaturações e acidez acentuada nos óleos residuais. A lipase 

apresentou melhores atividades frente ao azeite de oliva (18 U/g), com o aumento de 

instauração no óleo de soja caiu para (15 U/g), o dendê que possui a menor cadeia (16,5 

U/g), os óleos residuais soja e dendê (6,5 e 8U/g).  Diante disso obtiveram-se resultados 

satisfatórios uma vez que a lipase produzida foi capaz de hidrolisar todos os óleos. 

Além de apresentar uma atividade lipásica satisfatória frente ao p-NPP, que é um 

substrato sintético. Portanto, a lipase em estudo pode-se dizer verdadeira, além de 

possuir um grande potencial para diferentes aplicações industriais. 

2.2.6. Determinação dos parâmetros cinéticos KM aparente e Vmax aparente 

 

Para a determinação dos parâmetros cinéticos de extratos enzimáticos de lipase 

requer um cuidado rigoroso, por se tratar de uma emulsão, de viscosidade alta, logo o 

acesso do substrato ao sitio ativo da enzima é considerado um fator de restrição 

(BALCÃO & MALCATA, 1996). Os valores das constantes cinéticas foram 
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determinados variando-se a concentração dos substratos na reação enzimática. Dentre 

eles o substrato padrão (azeite de oliva) na reação enzimática, além dos outros óleos 

vegetais, soja, dendê, óleo de soja de fritura e óleo de dendê de fritura e do substrato p-

nitrofenil-palmitato . A faixa escolhida para determinação foi de 10 a 50 g/L de óleo 

adicionado ao meio reacional. Para o substrato p-nitrofenil-palmitato as concentrações 

foram, 1mg/mL, 31mg/mL, 41mg/mL, 51mg/mL, 61mg/mL. 

 Segundo SEGEL (1979), quanto maior valor de Km menor a afinidade do 

substrato pela enzima. O Km é definido como a concentração de substrato necessária 

para que a velocidade da reação enzimática seja a metade da máxima (Vmax). Em alguns 

casos, mudanças nas condições de reação, como pH ou temperatura, podem ter 

influencia no valor de Km (COPELAND, 2000). Os valores obtidos nesse estudo para as 

constantes de afinidade pelo substrato (Km) e a velocidade máxima de reação (Vmax) 

podem ser observados na tabela 7. 

Tabela 7: Valores das constantes cinéticas Km e Vmáx para lipases Penicillium 

roqueforti em 10g de farelo de cacau, 10
7 

esporos/g, em estufa microbiológica (BOD), 

por 60 horas de fermentação com aw 0,886 e temperatura 26,75°C. 

Substratos KM aparente V
max aparente

 

Azeite de Oliva 7,58 g/mL 17,6 

Óleo de Soja 3,44 g/mL 15,77 

Óleo de Soja de fritura 4,46 g/mL 20,32 

Óleo de Dendê 8,45 g/mL 19,34 

Óleo de Dendê de fritura 9,56 g/mL 16,9 

P-NPP 0,788 g/mL 37,17 

 

Campos, AN. G.S. et.al., (2015), utilizando lipase de pâncreas de porco 

comercial, encontrou valores de VMax e Km de 200 U/g e 45,82 mM, respectivamente.  

Gomes, F.M., et. al., (2006)  trabalhando com lipase de Candida rugosa   Km 560,3 

Vmax 3937,6. 

2.2.7 Atividade enzimática frente a diferentes sais 

 

 A presença de diferentes íons em reações enzimáticas pode influenciar 

positivamente ou negativamente na eficiência de tal ligação, podendo o íon funcionar 

como inibidor da ligação, diminuindo a atividade enzimática, ou como ativador da 
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ligação, aumentando a atividade enzimática. Tal fato pode ocorrer, pois os íons podem 

levar a desnaturação da enzima se afetarem sua estrutura espacial. Entretanto, também 

pode ocorrer o aumento da atividade enzimática na presença de um determinado íon, 

pois este pode agir como indutor da enzima agindo como uma espécie de cofator que 

auxilia na ligação com o substrato, o que aumenta a atividade enzimática (NELSON; 

COX, 2011).  Foram adicionados ao meio reacional, contendo como substrato o p-nitro 

fenil palmitato, 1µL de Pb(C2H3O2)2, MgCl2 , CaCO3, Na2CO3, CoCl2, nas 

concentrações de 1 M no meio, para a observação da influencia desses íons na atividade 

lipásica. O extrato utilizado apresentou atividade 48,64 U/g. Os resultados obtidos 

podem ser observadas na tabela 8.  

 

Tabela 8: Valores das atividades lipásicas frente a diferentes sais. 

Sais Atividade Lipásica (U/g) 

MgCl2 50,52 

Pb(C2H3O2)2 52,49 

CaCO3 15,69 

Na2CO3 5,64 

CoCl2 II 78,19 

 

 Os sais MgCl2, Pb(C2H3O2)2 e CoCl2 II atuaram como ativadores da lipase de 

Penicillium roqueforti, uma vez que a atividade enzimática aumentou 

consideravelmente. Enquanto que os demais CaCO3  e Na2CO3 se comportaram como 

inibidores. As alterações da atividade lipolítica (ativação ou inibição) frente aos sais 

pode ser justificada pelo fato de que tais íons geralmente formam complexos com os 

ácidos graxos, mudando sua solubilidade e comportamento nas interfaces (HASAN; 

SHAH; HAMEED, 2009). No entanto, a influência dos íons metálicos na atividade 

lipolítica depende da origem de cada lipase (LI; ZONG, 2010). 

2.2.8. Atividade enzimática frente a diferentes solventes  

 

 Foram adicionados ao meio reacional, contendo como substrato o p-nitro fenil 

palmitato, 1µL de acetona, éter, metanol, diclorometano, ao meio para avaliar seu efeito 
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na atividade lipolítica. O extrato utilizado apresentou atividade 48,64 U/g. Os resultados 

para a atividade lipolítica estão expressos na tabela 9. 

 

Tabela 9: Valores das atividades lipásicas frente a diferentes solventes. 

Solventes Atividade lipásica (U/g) 

Acetona 25,64 

Eter etílico 56,39 

Metanol 15,69 

Diclorometano 79,10 

 

 

 Observa-se que o éter etílico e o diclorometano se comportaram como ativadores 

da lipase e os demais acetona e metanol como inibidores. Demir; Tükel, (2010) 

descreveram uma lipase que apresentou instabilidade frente aos solventes, metanol e 

acetona, corroborando com este estudo. A estabilidade de enzimas na presença de 

solventes orgânicos é uma característica extremamente importante, uma vez que a 

maioria das enzimas são facilmente desnaturadas e inativadas na presença dos mesmos. 

No entanto, se as enzimas forem naturalmente estáveis e apresentarem uma atividade 

significativa na presença de solventes, as mesmas se tornam substanciais para diversas 

aplicações industriais. No caso de enzimas lipolíticas, tais enzimas seriam úteis para 

deslocar o equilíbrio termodinâmico para o caminho inverso da reação de hidrólise, ou 

seja, o caminho de síntese (DOUKYU; OGINO, 2010; TOMBINI, 2015).   

 

2.2.9. Purificação parcial 

 

O extrato enzimático bruto foi ainda avaliado quanto a etapa de concentração da 

atividade de lipase por precipitação com sulfato de amônia [(NH4)2SO4], as 

recuperações (R, %) obtidas são apresentadas na Tabela 10. De acordo com os 

resultados obtidos, a maior recuperação (R > 70%) foi obtida com 40-60% de 

(NH4)2SO4. Considerando lipases de Aspergillus e o mesmo sal precipitante, foram 

relatadas recuperações maiores (R = 90%) com uma concentração de sal maior (90%) 

por Mhetras et al. (2009) e menores (R = 44%) com a mesma concentração de sal (60%) 

por Muruci (2012). De acordo com Maldonado et al. (2015), recuperações acima de 
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100% foram obtidas com a precipitação (mesmo sal, porém a 80%) seguida da 

liofilização de lipases de Geotrichum candidum NRRLY-552. Maiores purezas podem 

ser obtidas com as mais diferentes combinações de técnicas, especialmente as 

cromatográficas, porém a medida que se aumentam a pureza e o número de etapas de 

processos, aumenta-se o custo do processo. 

 

Tabela 10: Avaliação da recuperação enzimática obtidos para a técnica de concentração 

por precipitação com sulfato de amônio 0-20%, 20-40%, 40-60%, 60-80% de saturação. 

Atividade específica. 

 

Precipitação Atividade lipásica 

(U/g) 

Atividade 

específica (U/µg) 

Recuperação 

Extrato Bruto 48,64 0,106 100% 

0-20% 32,14 0,0105 66,07% 

20-40% 28,44 0,0158 58,47% 

40-60% 34,67 0,0233 71,28% 

60-80% 30,04 0,0216 61,76% 

80-100% 28,12 0,0156 57,81% 

  

 Observa-se que a maior recuperação ocorreu na fração 40-60% de saturação com 

sulfato de amônio. Mhetras, Bastawde e Gokhale (2009) realizaram a pré-purificação de 

lipase de Aspergillus niger NCIM 1207 por precipitação com sulfato de amônio a 90% e 

posterior purificação por cromatografia em gel. Na etapa de pré-purificação os autores 

obtiveram recuperação de 99,05%. Muruci, 2012, realizou a pré-purificação de lipase de 

Aspergillus niger 40-60% e obteve 44% de recuperação. 

 

3 CONCLUSÃO 

 

A aplicação do farelo de cacau como substrato para o cultivo do fungo 

Penicillium roqueforti (um fungo aplicado na fabricação de queijos) e sua consequente 

produção de lipases apresenta vantagens. A utilização de um resíduo agroindustrial, 

abundante na região Sul da Bahia (Brazil), contribui para a diversificação da economia 
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local assim como de técnicas biotecnológicas. Além disso, a aplicação de técnicas 

simples na obtenção de um preparado enzimático com boa atividade de lipase é 

vantajosa em comparação com técnicas como fermentações submersas e/ou purificação 

cromatográfica. Portanto, o extrato enzimático obtido apresentou atividade de lipase 

com características muito semelhantes a outras lipases descritas na literatura e sua 

purificação parcial é promissora.  
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RESUMO 

 

A partir da cultura de Penicillium roqueforti em farelo de cacau, foi possível obter um 

extrato multienzimático que contém uma atividade de lipase não purificada de 48,64 U / 

g.  Este extrato foi aplicado (5 g / 100 mL) para a esterificação do ácido oleico e álcool 

metílico a uma taxa molar de 1: 6 em diferentes temperaturas (T, ° C) e tempo de reação 

(t, min) e a conversão esterificação (Y ,%), a 100 rpm, foi investigado por um desenho 

experimental, a partir dos quais foi possível determinar Ys teóricos superiores a 50% 

em 26,35-27,65 ° C e 85,8-154,2 min, com um óptimo teórico a 27 ° C e 120 min; 

nestas condições, foi possível obter um Y experimental de 56,07 ± 7,44%, o mesmo 

valor previsto pelo modelo obtido (R2 = 0,9479). Os resultados mostram um grande 

potencial, uma vez que altas conversões foram obtidas a partir de um processo simples, 

sem purificação enzimática ou substratos sintéticos para o cultivo de fungos. 

 

PALAVRAS-CHAVE: Cacau de resíduos, Doehlert Matrix, Solid State de fermentação, 

otimização. 
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ABSTRACT 

From the cultivation of Penicillium roqueforti on cocoa meal, it was possible to obtain 

an enzymatic extract containing a non-purified lipase activity of 48,64 U/g. This extract 

was applied (5 g/100mL) on the esterification of oleic acid and methyl alcohol at the 

molar rate of 1:6 in different temperatures (T, °C) and reaction time (t, min) and the 

esterification conversion (Y, %), at 100 rpm, was investigated by an experimental 

design, from which it was possible to determine theoretical Ys higher than 50% at 26.35 

– 27.65°C and 85.8 – 154.2 min, with a theoretical optimum at 27°C e 120 min; at these 

conditions it was possible to obtain an experimental Y of 56.07  7.44%, the same value 

predicted by the model obtained (R
2
 = 0.9479). The results show a great potential, since 

high conversions were obtained from a simple process without enzymatic purification or 

synthetic substrates for fungi cultivation.    

 

KEYWORDS: Cocoa Residue, Doehlert Matrix, Solid State Fermentation, 

Optimization.  
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 1 INTRODUÇÃO 

 

 As lipases (triacylglycerol acylhydrolases EC 3.1.1.3) são enzimas muito 

conhecidas por preconizarem reações em interface óleo/água ou em solventes não 

aquosos, portanto, são biocatalisadores de vasta aplicação industrial, altamente versáteis 

e eficazes (Jaeger & Reetzs, 1998; Sharma et al., 2001). A esterificação realizada por 

lipases é uma das suas aplicações e trata-se de uma alternativa importante na produção 

de ésteres que compõem diversos produtos como: bicombustíveis, aromas, etc. 

(Aravindan et al., 2007; BAJAJ et al., 2010; Stergiou et al., 2013). Diferentes 

compostos podem ser empregados como substrato biocatalítico na esterificação, como o 

ácido oleico por exemplo, e na maioria dos processos relatados na literatura empregam-

se lipases comerciais, com alto grau de pureza e/ou imobilizadas sendo relatadas 

conversões de até 80-90% (Hidayat et al., 2016; Pang et al., 2016; dos Santos et al., 

2016).  

 Em comparação com a esterificação química, a esterificação enzimática é 

conduzida sob condições mais amenas (temperatura próxima à ambiente e pH neutro), o 

éster obtido é facilmente recuperado e purificado e praticamente não há geração de 

resíduos (FJERBAEK et al., 2009). Adicionalmente, processos enzimáticos industriais 

podem tornar-se ainda mais vantajosos e viáveis quando se trata de lipases produzidas 

por fermentação em estado sólido (FES), pois assim, promove-se o emprego de fontes 

alternativas de energia que podem reduzir o custo do processo e seu impacto ambiental. 

O farelo de cacau é um subproduto do processamento do fruto (Teobroma cacao sp.) e 

tem sido investigado por nosso grupo de pesquisa (dados não publicados), dentre outros 

substratos (Santos et al., 2015, 2013, 2012 and 2011), como substrato alternativo para 

cultivo microbiológico. Cocoa pod husk também já foi sugerido como suporte para 

imobilização de lipases na transesterificação de óleo vegetal para produção de biodiesel 

(Khanahmadi et al., 2016). 

 Dessa forma, objetivou-se neste trabalho, o emprego do extrato enzimático bruto 

contendo atividade de lipase (obtido da lavagem do farelo de cacau previamente 

fermentado pelo fungo Penicillium roqueforti) na esterificação do ácido oleico e a 

otimização das condições (tempo e temperatura) desta reação por meio da metodologia 

de planejamento experimental. Dessa forma, a lipase obtida por um processo mais 
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simples (FES e extrato não purificado) do que os convencionais (reagentes sintéticos e 

diversas etapas de purificação), pôde ser avaliada quanto a sua capacidade catalítica e 

potencial aplicação industrial. 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Enzima 

 

 Com base em trabalho anterior , o Penicillium roqueforti foi cultivado em 10 g 

de farelo de cacau seco (com atividade de água inicial ajustada para aw = 0.886) por 60 

h a temperatura constante de 26.75°C em estufa do tipo (SL 222, Solab, Piracicaba, 

Brasil); foram empregados na inoculação 10
7
 esporos por g de substrato seco. O farelo 

de cacau foi obtido de produtores de chocolate locais da região de Ilhéus (Bahia, Brasil) 

e foi seco a 50°C por 24h e peneirado de forma a apresentar um tamanho médio de 

partícula de 2 mm. Após a fermentação, o substrato fermentado foi lavado com tampão 

Fosfato de sódio (0,1 M pH 7), o líquido coletado (livre de células e esporos) foi 

empregado neste estudo como extrato enzimático e apresentou uma atividade de lipase 

inicial de 48,64 U/g . O extrato enzimático foi acondicionado a 4°C até seu uso, não 

ultrapassando o período de estoque de sete dias. 

2.2 Substratos e solventes 

 

 As reações para a medida da atividade de esterificação da lipase ocorreu com o 

substrato ácido oleico, padrão analítico, e álcool metílico (99,8% de pureza) ambos 

adquiridos da Vetec (Rio de Janeiro - RJ).  

2.3 Reação de esterificação 

 

 Para as reações de esterificação do ácido oleico a oleato de metila foram 

empregados ácido oleico (padrão analítico, CAS número: 112-80-1) e álcool metílico 

(99,8% de pureza, CAS número: 67-56-1), ambos adquiridos da Vetec
®

 (Rio de Janeiro, 

RJ, Brasil). As reações foram realizadas em tubos cilíndricos (10 cm x 3 cm) com rosca, 

selados com Parafilm M
®
 (Bemis NA). A reação foi composta pela relação de álcool 

metílico:ácido; oléico:extrato; enzimático (0,034mol:0,0531mol:1g) como sendo 

(6:1:1), considerando-se 4 g de mistura total reativa. Os frascos foram incubados em 
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diferentes condições de tempo e temperatura, em banho de óleo, sob agitação de 100 

rpm. Após o tempo de incubação, a solução foi decantada em funil e lavada lentamente 

com 20 mL de uma solução de partes iguais de éter e água. Das fases formadas, a 

inferior foi descartada e a superior foi deixada sob agitação suave para evaporação do 

solvente em temperatura ambiente. Desta fase, foram coletadas alíquotas para 

determinação da conversão da reação de esterificação. 

2.4 Análise de conversão 

 Da fase final obtida após a esterificação, foram retiradas 3 alíquotas de 1g e 

dissolvidas em 20 mL de éter:álcool etílico (1:1) com 3 gotas do indicador fenolftaleína 

a 0.1 (g/100mL) e tituladas com NaOH (0.1 M). O volume de base consumida (VNaOH, 

mL) assim como sua concentração (CNaOH, M), a massa molar do ácido oleico (MMoleic 

=  282.46 g/mol) e o peso da amostra (msample, g) foram empregado na determinação da 

porcentagem de conversão da esterificação (Y, %) , conforme a Equação 1. A análise foi 

realizada em triplicata. 

 

           
                       

            
   Equação 1 

 

2.5 Otimização da reação de esterificação 

 

 A otimização das variáveis independentes (fatores): tempo de reação (t) de 75 a 

210 min e temperatura (T) de 17 a 37°C, das reações de esterificação foram analisadas 

por meio da metodologia de planejamento experimental, com uma matriz de Doehlert 

contendo 3 pontos centrais e 6 experimentos em diferentes níveis (Tabela 1) (SENA, et 

al. 2012; Rodrigues & Iemma, 2014). A variável dependente (resposta) analisada foi a 

conversão (Y, %) da reação de esterificação. O software utilizado para análise estatística 

dos dados e obtenção da superfície de resposta e curva de contorno foi o programa 

STATISTICA
®
 10 (StatSoft, USA).  

 

Tabela 1: Matriz do planejamento Doehlert com seus níveis reais e codificados (em 

parênteses) das variáveis independentes avaliação da temperatura (°C) e tempo de 
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agitação (min), para a otimização da reação de esterificação do ácido oleico e lipase 

produzida por fermentação sólida do farelo de cacau e Penicillium roqueforti. 

Experimentos Variáveis 

 Tempo de agitação (min) Temperatura (ºC) 

1 120 (0) 27 (0) 

2 120 (0) 27 (0) 

3 120 (0) 27 (0) 

4 210 (1) 27 (0) 

5 165 (0,5) 37 (0,866) 

6 30 (-1) 27 (0) 

7 75 (-0,5) 17 (-0,866) 

8 165 (0,5) 17 (-0,866) 

9 75 (-0,5) 37 (0,866) 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 A lipase de Penicillium roqueforti, cultivado em farelo de cacau, teve algumas 

de suas características analisadas em trabalho anterior (dados não publicados), sendo 

sua condições ótimas de temperatura e pH, respectivamente, 33,8°C e 6,8. De acordo 

com os resultados obtidos, as maiores conversões (Y, %), ocorreram nos pontos centrais 

e no experimento 4 (Tabela 2), todos conduzidos a T = 27°C e com conversão média de 

49.5  14.5%. Já com relação ao tempo de reação (t, min), as maiores conversões foram 

obtidas com a condição central (120 min), resultando num valor médio de conversão de 

56.1  7.4%. 

Tabela 2: Matriz do planejamento Doehlert com seus níveis reais e codificados (em 

parênteses) das variáveis independentes, avaliação da temperatura (°C) e tempo de 

agitação (min), e variável resposta, conversão (%), para a otimização da reação de 

esterificação do ácido oleico e lipase produzida por fermentação sólida do farelo de 

cacau e Penicillium roqueforti. 

Experimentos Variáveis  

 Tempo de agitação 

(min) 

Temperatura (ºC) Conversão (%) 

1 120 (0) 27 (0) 63,9 

2 120 (0) 27 (0) 55,2 

3 120 (0) 27 (0) 49,1 

4 210 (1) 27 (0) 29,8 

5 165 (0,5) 37 (0,866) 0 

6 30 (-1) 27 (0) 8,3 

7 75 (-0,5) 17 (-0,866) 12,1 

8 165 (0,5) 17 (-0,866) 5,3 

9 75 (-0,5) 37 (0,866) 1,8 
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A análise do Pareto (Figura 2) dos dados revelou que, a 95% de significância, 

apenas os termos quadráticos referentes ao tempo (t2) e da temperatura (T2) foram 

estatisticamente significativo (p < 0.05) para a conversão (Y, %). Assim, removendo-se 

os termos não significativos para o erro, a análise da variância (ANOVA) (Tabela 3) 

demostrou que o modelo obtido (Equação 2) é estatisticamente significativo (p < 0.05) e 

teve bons valores (> 0.90) de coeficientes de regressão (R
2
) e de regressão ajustada 

(Radj2), apesar de que a falta de ajuste e o erro do modelo sofrem influência (p > 0.05) 

do número reduzido de termos.  

,3361134

-1,04867

1,3351

-5,45172

-8,25

p=,05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

1Lby2L

(2)Temperatura (ºC)(L)

(1)Tempo (min)(L)

Tempo (min)(Q)

Temperatura (ºC)(Q)

,3361134

-1,04867

1,3351

-5,45172

 

Figura   2: Diagrama de Pareto, para a temperatura (TP) e tempo (T) para a reação de 

esterificação do ácido oleico, utilizando lipase produzida por fermentação em estado 

sólido do farelo de cacau, com o fungo Penicillium roqueforti .  Os dados foram obtidos 

com o software Statistica ® 10. 

 

Tabela 3: Análise de variância (ANOVA) pela Matriz do planejamento Doehlert, em 

95% de intervalo de confiança. 

Fonte de Variação SQ Gl MQ F calculado F tabelado P 

Regressão 4764,05 5 952,8108 10,924 9,01 0,005 

Resíduo 261,65 3 87,21611    

Falta de ajuste 151,002 1 151,0017   0,768 

Purro erro 110,647 2 55,32333    

SQ total 5025,702 8     

R
2
 0,9479      

GL = Graus de Liberdade; SQ = Soma dos Quadrados; QM = Quadrado Médio; F = 

Teste de Fisher; R2 = Coeficiente de Determinação; P= Nível de probabilidade. 
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                                          (Equação 3) 

Onde:  

TP: Temperatura 

T: Tempo 

 A partir do modelo (Equação 3), foi possível conduzir a análise das superfícies 

de resposta e curva de contorno, apresentadas na Figura 3, de acordo com estes dados, a 

região de ótimo para a conversão (Y, %), encontra-se em torno das condições de 24 –

30°C e 100 – 160 min, o que equivale, mais especificamente, à condições dos pontos 

centrais (27°C e 120 min) que resultaram (Tab. 1) em uma conversão média de 56.07 ± 

7.44 %. Já o modelo obtido (Eq. 3), forneceu as mesmas condições teóricas otimizadas 

e o mesmo valor de conversão teórico otimizado, não apresentando neste caso, desvio 

em relação ao valor experimental (apesar da variabilidade entre as replicatas), o que 

valida o modelo proposto. Assim, sob as condições avaliadas, conversões teóricas acima 

de 50% podem ser obtidas numa faixa bem estreita de temperatura 26.35 – 27.65°C e 

em tempos de 85.8 – 154.2 min. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Um estudo apresentado por Zhong et al. (2013), utilizando lipase de Candida sp. 

99-125 apresentou uma conversão de 96% de ácido oleico, utilizando a enzima pura 

livre e metanol. Em outro estudo, Oliveira et al. (2015) avaliaram o emprego direto do 

Figura   3: Superfície de contorno e de resposta para a reação de esterificação do ácido oleico, 

utilizando lipase produzida por fermentação em estado sólido do farelo de cacau, com o fungo 

Penicillium roqueforti, de acordo com o níveis codificados de temperatura (TP) e tempo (T) 

fixado no nível 0. Os dados foram obtidos com Statistica® 10. 
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substrato fermentado (sementes de girassol) seco (30°C/48 h), contendo uma atividade 

de lipase de 60 U, em reações de esterificação (30°C/180 rpm) sob a razão molar de 1:9 

de ácido oleico e metanol, em presença de n-hexano; neste caso foram obtidas 

conversões de 70% pela lipase de P. sumatrense, após 12h, e 90% com a lipase de A. 

fumigatus, após 8 h. Estas conversões foram superiores às apresentadas, para a lipase de 

P. roqueforti, entretanto, neste presente trabalho foi empregada uma temperatura mais 

amena (27°C), o extrato enzimático não foi purificado (o que reduz o custo do processo 

e ainda assim resulta em mais de 50% de conversão), não se faz necessária uma etapa de 

recuperação da enzima após a esterificação, e nenhum solvente foi empregado (o que 

facilita as etapas do processo.  

 

4 CONCLUSÃO 

 

 O processo avaliado neste presente trabalho envolve a aplicação de uma lipase, 

proveniente do cultivo de Penicillium roqueforti - um microrganismo com classificação 

GRAS (Generally Recognized as Safe) pelo FDA (Food and Drug Administration, 

USA) - em um substrato alternativo (farelo de cacau), em reações de esterificação para 

obtenção de oleato de metila. A enzima obtida pelo processo alternativo foi empregada 

sem nenhuma etapa de purificação e demonstrou bom desempenho reacional, tanto 

quanto as lipases em outros sistemas mencionados na literatura, e apresenta bom 

potencial biotecnológico. 
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