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Silva, Jaqueline do Nascimento. Produção de Lipase por Fermentação em Estado Sólido 
Utilizando o Fungo Rhizomucor miehei. Dissertação (Mestrado em Tecnologia de 
Processos Químicos e Bioquímicos) Escola de Química - Universidade Federal do Rio de 
Janeiro, Rio de Janeiro, 2014. 
 

As lipases constituem um grupo de enzimas versáteis que possuem uma gama de 
aplicações tecnológicas.  Desta forma, é cada vez maior a busca por alternativas de 
produção destas enzimas, como a Fermentação em Estado Sólido (FES). Esta 
fermentação vem sendo desenvolvida há séculos e apresenta inúmeras vantagens, 
dentre elas a possibilidade de utilização, como meio de cultivo, de resíduos 
agroindustriais produzidos em grande quantidade no Brasil. Algumas outras vantagens 
são: utilização de baixa quantidade de água, possibilidade de obtenção de um produto 
concentrado ou utilização da enzima no próprio meio fermentado. Devido à baixa 
umidade presente no meio, poucos micro-organismos são capazes de crescer em tal 
condição, dentre eles encontram-se os fungos filamentosos. Neste trabalho foi 
utilizado o fungo filamentoso Rhizomucor miehei para a produção de lipases em FES 
utilizando biorreator do tipo bandeja, de forma a avaliar e comparar a produtividade 
da lipase produzida, além do crescimento e morfologia do fungo. Foi realizada uma 
otimização da produção de lipase obtendo um valor de atividade de 114 U/g a 30°C 
por 72 horas de fermentação. O pool enzimático produzido apresentou condições 
ótimas de hidrólise em uma faixa de temperatura entre 45 e 50°C e pH entre 8 e 9, 
com atividade máxima de aproximadamente 350 U/g. Sua especificidade foi observada 
para substratos de cadeia média (C12:0) quando utilizando p-nitrofenil ésteres e para 
substratos de cadeia curta (C4:0) quando utilizando triglicerídeos como substratos. A 
lipase obtida apresentou tempo de meia vida de 6 horas a 40°C e pH 7,0. Além disso, 
foi realizado um estudo da cinética de crescimento e morfologia do fungo Rhizomucor 
miehei. Técnicas matemáticas permitiram a obtenção de dados referentes ao 
crescimento do micro-organismo. A técnica de respiromentria acoplada ao cálculo do 
logaritmo neperiano da curva de formação de biomassa permitiu observar que o 
aumento da temperatura levou à redução da fase lag (30 para 4 horas) e no tempo de 
geração (13,5 para 4,4 horas). Dados obtidos matematicamente para formação de 
biomassa, correlacionados com dados experimentais por dosagem de glicosamina 
apresentaram R2=0,9765. Também foi utilizado o modelo matemático de Luedeking-
Piret para avaliar a formação de produto com relação à formação de biomassa, 
mostrando que para as temperaturas avaliadas (30, 35 e 40°C) a formação de produto 
se dá associada ao crescimento celular e que um aumento na temperatura leva à 
redução da formação de produto. Pela análise morfológica foi possível acompanhar, 
por microscopia, os diferentes estágios de crescimento do fungo a 30 e a 40°C. Foi 
possível confirmar o crescimento do fungo pelo interior do leito ao longo do processo 
fermentativo. Os resultados obtidos mostraram que foi possível a obtenção de um 
produto de alto valor agregado (lipase de Rhizomucor miehei) utilizando uma técnica 
que tem por característica utilizar resíduos agroindustriais, como a torta de babaçu, 
como fonte de nutrientes e matriz sólida para o crescimento microbiano. 
 
Palavras-chaves: Lipases, Rhizomucor miehei, fermentação em estado sólido, 

morfologia. 
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Silva, Jaqueline do Nascimento. Lipase Production by Solid State Fermentation using 
the fungi Rhizomucor miehei. Dissertation (Master of Science in Technology of 
Biochemical and Chemical Processes), School of Chemistry, Federal University of Rio de 
Janeiro. 2014. 
 

 Lipases are a versatile group of enzymes that have a range of technological 
applications. Thus, the search for alternative production of this enzyme increases, such 
as Solid State Fermentation (SSF). This process has been developed for decades and 
has many advantages, including the possibility of using agroindustrial residues, 
produced in high volume in Brazil. Some other advantages are the use of low amounts 
of water, the possibility of obtaining a concentrated product or the use of the enzyme 
in the fermentation broth itself. Due to the low moisture present in the medium, a few 
microorganisms are able to grow in such condition, among them are filamentous fungi. 
In this work the filamentous fungus Rhizomucor miehei was used for lipase production 
in SSF using a tray type bioreactor, in order to evaluate and compare the productivity 
of lipase, growth and morphology of the fungus in different configurations of 
bioreactors. An optimization of lipase production was carried out obtaining an activity 
value of 114 U/g at 30°C for 72 hours of fermentation. The enzymatic pool showed 
better hydrolysis conditions in temperature range between 45 and 50°C and pH 
between 8 and 9, reaching maximal activity of about 350 U/g. Its specificity was 
observed for medium chain substrates when using p-nitrophenyl esters and for short 
chain substrates when using triglycerides as substrates. The lipase obtained exhibited 
half-life in 6 hours at 40°C and pH 7.0. Furthermore, a study of the kinetics and growth 
morphology of the fungus Rhizomucor miehei was performed. Mathematical 
techniques allowed obtaining data regarding the growth of the microorganism. The 
technique of respiromentry coupled to calculation of the natural logarithm of biomass 
formation curve allowed to observe that the increase in temperature led to a 
reduction of lag phase (30 for 4 hours) and the generation time (13.5 to 4.4 hours). 
Data obtained mathematically for biomass formation, correlated with experimental 
data for determination of glucosamine showed R2=0.9765. The mathematical 
Luedeking-Piret model was also used to evaluate product formation with respect to 
biomass formation, showing that for the evaluated temperatures (30, 35 and 40°C) the 
product formation occurs associated with cell growth and an increase in temperature 
leads to reduced product formation. From morphological analysis it was possible to 
see, by microscopy, the different stages of growth of the fungus at 30 and 40 ° C. It was 
confirmed by the growth of the fungus inside the bed during the fermentation process. 
The results showed that it was possible to obtain a product with high added value 
(Rhizomucor miehei lipase) using a technique (SSF) carachterized by the use of agro 
industrial residues, as babassu cake, as source of nutrients and solid matrix for 
microbial growth. 
 
 
 
 
 
 
Key-words: Lipase, Rhizomucor miehei, Solid State Fermentation, Morfology. 
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1. INTRODUÇÃO E OBJETIVOS 

 

1.1. Introdução 

 

A utilização de lipases vem aumentando progressivamente, uma vez que estas 

enzimas possuem a habilidade de catalisar reações de hidrólise e síntese, podendo 

apresentar régio- e enantio-seletividade (JAEGER et al., 1999). As lipases (glicerol éster 

hidrolases, E.C. 3.1.1.3) compreendem um grupo de enzimas hidrolíticas que atuam 

geralmente na interface orgânico-aquosa, catalisando a hidrólise e a síntese de ésteres 

formados por glicerol e ácidos graxos de cadeia longa (SHARMA et al., 2001). Devido a 

estas características, as lipases vêm sendo utilizadas em diversas áreas, desde a 

indústria de detergentes até a farmacêutica e de química fina (SHARMA et al., 2001). 

Tradicionalmente, as enzimas de interesse industrial são produzidas por 

Fermentação Submersa (FS), porém a Fermentação em Estado Sólido (FES) vem sendo 

utilizada para a produção de diversas enzimas devido às suas vantagens em relação à 

FS – como a utilização de rejeitos agroindustriais e a possibilidade de se obter um 

produto mais concentrado (PANDEY, 2003). 

Os biorreatores utilizados em FES podem ser divididos em dois tipos: (i) sem 

agitação ou (ii) com agitação contínua ou intermitente. (PANDEY, 1991). Para a 

realização de tal fermentação, diversas configurações de biorreatores podem ser 

utilizadas, tais como: bandeja, coluna de leito fixo, agitado, tambor rotatório ou leito 

fluidizado (MITCHELL et al., 2002). 

O crescimento dos fungos varia de acordo com o sistema fermentativo empregado 

(FS ou FES), uma vez que tais processos fermentativos possuem características 

distintas, sendo as principais a quantidade de água livre, o sistema de agitação e 

oxigenação. Desta forma, enquanto na FES o crescimento se dá sobre uma superfície 

sólida (estática ou sob agitação), na FS os fungos crescem em meios líquidos e 

expostos à força de agitação. Isto altera sua morfologia e assim, interfere na síntese de 

enzima ou geração de outros produtos (PAPAGIANNI et al., 2001). O estudo de 

padrões de crescimento em FES ainda é limitado e pode variar de acordo com o micro-

organismo, com o material sólido e a configuração do biorreator empregados. Além 
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disso, estudos como estes são de extrema importância, tanto para se entender melhor 

como ocorre o crescimento em FES, quanto para tentar fazer uma relação entre a 

morfologia e a maior produtividade no sistema fermentativo.  

Modelos matemáticos são importantes ferramentas para o estudo da FES. Estes 

modelos podem descrever quantitativamente diversos fenômenos associados à FES, 

podendo inclusive descrever o comportamento dos micro-organismos sob diferentes 

condições físico-químicas (MITCHEL et al., 2006). A modelagem em FES precisa ser 

estudada mais detalhadamente uma vez que poucos trabalhos reportam o estudo 

cinético deste processo fermentativo, principalmente pela dificuldade de 

monitoramento de parâmetros como crescimento celular e consumo de substrato 

(PANDEY, 2003). 

Várias ferramentas podem ser empregadas para avaliar o crescimento de fungos 

filamentosos, dentre elas a dosagem de glicosamina e ergo esterol, além do 

monitoramento do consumo de O2 e produção de CO2. O consumo de O2 está 

diretamente relacionado com o metabolismo do micro-organismo e pode ser 

monitorado de forma on-line quando acoplado a um biorreator de FES (MITCHELL e 

KRIEGER, 2006).  

A estimação da produção de biomassa por CO2 é um dado importante para o 

escalonamento do processo de FES. Estes dados permitem obter parâmetros relativos 

ao crescimento microbiano e formação de produtos, além de informações referentes 

ao seu estado morfológico (SAUCEDO-CASTAÑEDA e TREJO-HERNÁNDEZ, 1994). 
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1.2. Justificativa 
 

A justificativa do trabalho vai desde o aproveitamento de um resíduo 

agroindustrial até a geração de uma das enzimas com maior potencial biotecnológico. 

Sua importância se faz presente na carência de trabalhos na área de produção da 

lipase de Rhizomucor miehei. 

Nosso grupo de pesquisa vem trabalhando há anos com o processo de FES para 

obtenção de lipase, porém neste trabalho foi introduzida uma metodologia nunca 

antes utilizada em nosso grupo, que é a respirometria e a associação com métodos 

matemáticos para a obtenção de parâmetros que permitam o entendimento, 

otimização e possívelmente escalonamento do processo. 

A lipase comercial de R. miehei vem sendo aplicada em nosso laboratório e em 

outros grupos, principalmente nos processos de produção de biodiesel e modificação 

de lipídios na indústria de alimentos. Com a possibilidade de trabalhar com uma 

enzima home-made, diminuindo os custos do processo, torna-se necessário o estudo 

de sua produção.  

Além disso, a produção acoplada à imediata aplicação é o desejo de muitas 

indústrias (reduzindo custos de transporte e estocagem). E isso é possível quando 

trabalhamos com fermentadores do tipo bandeja, que não requerem controle 

complexo para sua operação. 
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1.3. Objetivos 

 

O objetivo geral deste trabalho foi a otimização da produção de lipase de 

Rhizomucor miehei e o estudo de sua cinética de crescimento em biorreator do 

tipo bandeja. 

Para tal, os seguintes objetivos específicos foram delineados: 

 Otimizar, dentro das faixas estudadas, a produção de lipase em biorreator do 

tipo bandeja utilizando a técnica de planejamento experimental, tendo como 

variáveis de estudo umidade e temperatura; 

 Avaliar o perfil cinético de produção de lipase em diferentes temperaturas de 

fermentação; 

 Estudar o crescimento microbiano através da análise de produção de CO2 e N-

Acetilglicosamina em biorreator de bandeja; 

 Utilizar o modelo de Luedeking-Piret para estudo comparativo da formação de 

produto e crescimento microbiano; 

 Caracterizar o pool enzimático produzido através da técnica de planejamento 

experimental, tendo como variáveis de estudo pH e temperatura além da 

análise de atividade frente a diferentes substratos; e  

 Determinar a atividade residual e o tempo de meia-vida do extrato enzimático 

obtido.  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. Lipases 

2.1.1. Características gerais 

 

Cada vez mais se exige no mundo o uso de tecnologias limpas nos mais diversos 

processos industriais. Pensando em desenvolver processos considerados “verdes”, o 

uso de enzimas foi um dos caminhos escolhidos. As enzimas são catalisadores naturais, 

sendo a maior parte delas microbianas e produzidas por processos de fermentação 

(FREIRE E CASTILHO, 2008).  

Os lipídios constituem grande parte da biomassa terrestre e as enzimas lipolíticas 

desenvolvem importante papel na sua hidrólise, disponibilizando moléculas mais 

simples para organismos, assim como sua transferência de um organismo para outro 

(HASAN et al., 2006). 

As lipases (glicerol éster hidrolases, E.C. 3.1.1.3) atuam geralmente na interface 

orgânico-aquosa, catalisando a hidrólise e a síntese de ésteres formados por glicerol e 

ácidos graxos de cadeia longa (Figura 2.1) (SHARMA et al., 2001), podendo apresentar 

régio- e enantio- seletividade (JAEGER et al., 1999). Já em meios com baixa 

disponibilidade de água, estas enzimas possuem atividade reversa, catalisando 

também reações de esterificação e transesterificação, entre outras. 

 

 

Figura 2.1 Reação da hidrólise e síntese do triacilglicerol catalisada por lipases. 

 

As lipases apresentam elevadas concentrações de aminoácidos hidrofóbicos 

que ocupam posições estratégicas na estrutura conformacional da molécula, 
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permitindo sua interação com substratos hidrofóbicos. Estes aminoácidos, porém, não 

conferem, por si só, um caráter hidrofóbico às lipases. Este caráter está associado à 

posição ocupada por estes aminoácidos na sua estrutura terciária. A partir da 

determinação das primeiras estruturas tridimensionais de lipases, pôde-se verificar 

que estas possuem o mesmo dobramento básico, conhecido como -hidrolases. 

Embora as lipases tenham competência catalítica na forma cristalina, seus sítios ativos, 

formados pela tríade catalítica serina-histidina-aspartato/glutamato, não estão 

expostos na superfície das proteínas e são inacessíveis diretamente ao substrato.  

A maioria das lipases apresenta como característica a presença de uma 

estrutura helicoidal chamada de “tampa” responsável por cobrir o sítio ativo da 

enzima, o que faz com que este não tenha acesso ao substrato. As lipases têm como 

característica serem ativadas em interfaces água/lipídio devido a uma mudança 

conformacional que ocorre nesta região. Na presença de substâncias hidrofóbicas esta 

tampa se abre expondo o sítio ativo e a região hidrofóbica do seu entorno tornando os 

resíduos catalíticos acessíveis ao substrato (JAEGER et al., 1999; FREIRE E CASTILHO, 

2008) (Figura 2.2). 

 

 
Figura 2.2 Estrutura 3D da lipase de Rhizomucor miehei com a tampa fechada (esquerda) e 

com a tampa aberta (direita). Em rosa apresentam-se os resíduos de valina, isoleucina e 
leucina que ficam mais expostos com a tampa aberta (FOJAN et al., 2000). 

 

Os substratos mais comuns das lipases são os triacilgliceróis de cadeia longa 

(com mais de 10 átomos de carbono) que, quando hidrolisados, resultam na formação 

de diacilgliceróis, monoacilgliceróis, ácidos graxos e glicerol. Interesterificações, 

esterificações, alcoólises, acidólises e aminólises são outros tipos de reações 

catalisadas pelas lipases quando o meio reacional é aquo-restrito (Figura 2.3) 
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(PARQUES E MACEDO, 2006). Esta enzima também é capaz de hidrolisar substratos 

sintéticos de diferentes tamanhos de cadeia, favorecendo sua utilização em diversos 

processos tecnológicos (FREIRE E CASTILHO, 2000, 2008). 

 

 
Figura 2.3 Reações catalisadas por lipase (Parques e Macedo, 2006). 

 

Acredita-se que o mecanismo cinético das lipases não dependa do tipo de 

reação catalisada (hidrólise, acidólise, esterificação). A reação inicia-se com o ataque 

nucleofílico ao carbono da ligação éster do lipídio susceptível pelo átomo de oxigênio 

do grupo hidroxila do resíduo serina do sítio ativo, formando um complexo enzimático 

tetraédrico e havendo a liberação de álcool do lipídio, formando o intermediário 

acilenzima (JAEGER et al., 1999). Posteriormente, ocorre a hidrólise do complexo 
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enzimático, regenerando a lipase. As etapas da reação catalisada pela lipase e seus 

intermediários são: 

 

1 Ativação do resíduo nucleofílico serina da tríade catalítica da lipase pela histidina 

através da presença do lipídio. Ataque nucleofílico do carbono do grupo 

carboxílico pelo oxigênio da hidroxila do resíduo serina; 

2 Formação de um intermediário tetraédrico através da ligação de quatro átomos ao 

carbono do grupo carbonila. Estabilização do intermediário pela interação com 

grupos NH do peptídeo. Doação de um próton da histidina para o álcool que está 

sendo liberado do substrato; 

3 Formação da enzima acilada, na qual o componente ácido do substrato encontra-

se esterificado com o resíduo serina; ativação de uma molécula de água pela 

histidina e ataque nucleofílico do íon hidroxila resultante ao carbono do grupo 

carbonila do intermediário; 

4 Doação de um próton da histidina para o oxigênio do resíduo serina. A ligação 

éster entre a serina e o componente acila é quebrada e a enzima é regenerada. 

 

Estas etapas encontram-se representadas na Figura 2.4. 
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Figura 2.4 Mecanismo de reação das lipases (JAEGER et al., 1999). 

 

2.1.2. Principais fontes 

As lipases são comumente encontradas na natureza em vegetais, animais ou 

produzidas por micro-organismos. Em animais, as lipases mais conhecidas e estudadas 

são as obtidas  do pâncreas de porcos e de seres humanos (THOMAS et al., 2005). 

Nesses organismos, elas estão envolvidas em vários estágios do metabolismo de 

lipídios. Em plantas, as lipases estão presentes em vegetais superiores como a 

mamona – Ricinus communis (CAVALCANTI, et. al., 2007), pinhão manso – Jatropha 

curcas (SOUSA et al., 2010), sendo também encontradas nos tecidos de reserva de 

energia de diversas espécies (SHARMA et al., 2001). 

Para a produção industrial, os micro-organismos são a principal fonte uma vez 

que apresentam menor tempo de geração, grande versatilidade e maior simplicidade 

na manipulação genética de sua capacidade produtiva e das condições de cultivo 

(ILLANES, 1994). Tais micro-organismos despertam interesse biotecnológico por 

produzirem diferentes tipos de lipases devido à diversidade de seu habitat. Estas 
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enzimas podem apresentar diferenças em relação às faixas ótimas de pH e 

temperatura e especificidade quanto aos substratos. 

 

2.1.3. Aplicações 

Devido à sua versatilidade, as lipases apresentam diversas aplicações. Elas 

possuem muitas características que favorecem seu uso como catalisadores, tais como 

maior especificidade em relação a catalisadores químicos, diminuição do número de 

etapas de reação, menor consumo de energia e diminuição de problemas de 

separação de subprodutos (PANDEY et al., 1999).  

 

2.1.3.1.  Indústria alimentícia 

 

Na indústria alimentícia estas enzimas vêm se tornando essenciais. As lipases 

são capazes de modificar as propriedades dos lipídios, como pelo tamanho da cadeia e 

pelo grau de insaturação dos ácidos graxos através de reação de substituição, ou 

alterar a posição dos mesmos no triglicerídeo, alterando assim suas propriedades 

organolépticas, físicas e seu valor nutricional (ZHANG et al., 2006). As lipases também 

têm sido utilizadas para obtenção de agentes flavorizantes pela síntese de éster com 

ácido graxo de cadeia curta e álcoois (MACEDO et al., 2003) e para enriquecimento de 

óleos vegetais (SOUSA, 2010). Elas também desempenham um papel importante nas 

etapas de fabricação de embutidos, massas, laticínios (FREIRE E CASTILHO, 2008) e 

aromas pela hidrólise da gordura, como por exemplo, a do leite (SAXENA et al., 1999). 

 

2.1.3.2.  Indústria de detergentes 

 

Na indústria de detergentes, as lipases são utilizadas como aditivos por 

possuírem capacidade de hidrolisar gorduras de várias composições, apresentarem 

termoestabilidade, estabilidade em pH básico e resistência a surfatantes e à ação de 

outras enzimas (SHARMA et al., 2001).  
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2.1.3.3.  Indústria farmacêutica e de química fina 

 

Na indústria farmacêutica e de química fina as lipases são muito utilizadas na 

resolução de misturas racêmicas e na remoção seletiva de certos compostos para a 

síntese de drogas quirais devido às suas características de enâncio seletividade (KATZ 

et al., 1993; BERGLUND E HUTT, 2000). Simas e colaboradores (2011) desenvolveram 

uma metodologia para a resolução cinética para derivado de mio-inositol, formando 

Acetato l-(−)-3 com excesso enantiomérico de 99%, utilizando a Lipase B de Cândida 

antarctica (CaL-B, Novozym 435). 

 

2.1.3.4.  Produção de biodiesel 

 

Atualmente, uma aplicação das lipases que tem gerado grande interesse é na 

produção de biodiesel. A produção do biodiesel consiste na transesterificação de óleos 

ou gorduras com álcoois de cadeias curtas, principalmente metanol e etanol, 

produzindo alquil ésteres de ácidos graxos (biodiesel) e glicerol em uma única etapa. A 

via química de produção de biodiesel a partir de óleos vegetais encontra-se bem 

estabelecida industrialmente, porém a utilização de uma via enzimática, catalisada 

especificamente por lipases, apresenta-se como uma alternativa interessante para 

reduzir os impactos ambientais (NG et al., 2010). Uma recente abordagem é a 

utilização de lipases vegetais extraídas de sementes germinadas para a catálise da 

reação de hidroesterificação para a produção de biodiesel (SOUSA et al., 2010). 

 

2.1.3.5.  Tratamento de efluentes e produção de biogás. 

 

 As lipases são uma alternativa aos tratamentos convencionais, atuando no pré-

tratamento de efluentes com elevados teores de gordura da indústria de alimentos 

(laticínios, abatedouros de aves e pescado) (CAMMAROTA E FREIRE, 2006). 

A plena utilização industrial destas enzimas passa necessariamente pela 

redução dos custos de produção, principalmente em aplicações que demandam 

elevadas quantidades de enzimas e que o produto possua baixo valor agregado, como 
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no caso do tratamento de efluentes (CAMMAROTA E FREIRE, 2006). Desta forma, o 

emprego da FES como sistema produtivo pode representar uma alternativa 

interessante para a produção de enzimas industriais a custos reduzidos (HÖLKER et al., 

2004; CASTILHO et al., 2000b), devido principalmente à possibilidade de utilização de 

resíduos agroindustriais como meio de cultivo. Os laboratórios de Biotecnologia 

Microbiana (LaBiM) e de Tecnologia Ambiental (LTA), ambos da UFRJ, vêm estudando a 

utilização de enzimas como complemento aos tratamentos convencionais. Silva (2010) 

e Duarte (2013) utilizaram lipases microbianas obtidas por Fermentação em Estado 

Sólido no pré-tratamento de efluentes de abatedouro de aves e indústria de pescado, 

respectivamente, com bons resultados no tratamento biológico anaeróbio posterior. 

 

2.2. Processos Fermentativos 

2.2.1. Parâmetros 

 

Os processos fermentativos podem ser de dois tipos: submerso ou em estado 

sólido. Uma das principais diferenças destes processos é a quantidade de água livre no 

meio de cultivo. Na fermentação submersa (FS), a quantidade de sólidos não 

ultrapassa (50-100 g/L), para a produção de enzimas, enquanto na fermentação em 

estado sólido (FES) o conteúdo de sólidos varia de 20 a 70% da massa total. Assim, a 

FES caracteriza-se pela ausência ou quase ausência de água livre no meio, onde a 

quantidade de água é próxima à capacidade máxima absorvida pelo material sólido, 

sendo o suficiente para permitir o crescimento do micro-organismo (MITCHELL e 

BEROVIC, 2010). 

 

Alguns dos principais parâmetros avaliados durante os processos fermentativos 

são: 

 Oxigênio: Em fermentação aeróbia, a transferência de oxigênio para os micro-

organismos é um dos fatores mais importantes para a atividade metabólica. Na 

FS a taxa de transferência de oxigênio (KLa) é um dos parâmetros mais 

importantes, pois o O2 tem de estar dissolvido na fase líquida para estar 
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disponível para as células. No caso de FES, quando comparada com a FS este 

fator não representa dificuldade em ternos de solubilização, porém a FES exige 

níveis mais elevados de aeração devido à exigência de uma troca de calor 

eficiente, principalmente em reatores de leito fixo (RODRÍGUEZ-FERNÁNDEZ et 

al., 2012). 

 

 Temperatura: O crescimento microbiano, associado às reações metabólicas, 

gera uma grande quantidade de calor durante os processos fermentativos. A 

remoção do calor gerado é um dos fatores críticos para a FES devido à baixa 

condutividade dos materiais sólidos e à baixa quantidade de água (PANDEY, 

2003). Em FS a condução se dá de forma mais fácil pela quantidade de água no 

meio de cultivo, além da agitação (quando existente) que promove dispersão 

do calor (MITCHELL e BEROVIC, 2010). A quantidade de energia carreada pela 

corrente de ar que entra e sai do reator depende da umidade e temperatura do 

leito. O ar que deixa o reator tende a sair com temperatura e quantidade de 

água maior do que na corrente de entrada. O aumento de temperatura e o 

difícil controle do mesmo são apontados como os principais fatores que 

dificultam o escalonamento da FES (SAUCEDO-CASTANEDA et al., 1994). A 

remoção de calor em processos estáticos é limitada devido à baixa 

transferência de calor por todo o leito e pela falta de área superficial adequada 

para ocorrer a troca de calor em reatores de maior escala (SAUCEDO-

CASTANEDA et al., 1990). 

 

 Umidade e Atividade de Água (aw): A disponibilidade de água na FES pode ser 

expressa tanto em termos de umidade quanto em atividade de água (aw). A 

umidade pode ser definida como a porcentagem em massa do material que é 

composta por água. Já a atividade de água se refere à quantidade de água livre 

ou disponível para crescimento do fungo. A atividade de água representa a 

razão entre a pressão de vapor de água (P) em qualquer substrato e a pressão 

de vapor da água pura (P0) nas mesmas condições (Equação 2.1) (HU et al., 

2004): 
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                          aw= P/P0                                                                             (Equação 2.1) 

 

Este parâmetro afeta diretamente o crescimento do micro-organismo, 

porém a umidade (%) é um parâmetro de mais fácil determinação. Em FS a 

atividade de água geralmente é elevada, facilitando assim a contaminação. 

(MITCHELL e BEROVIC, 2010).  Na FES a quantidade de água no meio de cultivo 

varia entre 20-70% da massa total. 

 

 Granulometria: A propriedade física mais importante do substrato utilizado na 

FES é o tamanho da partícula, uma vez que este afeta a área superficial, a 

porosidade e o volume de substrato no leito. Em muitos casos a partícula sólida 

empregada serve não somente como suporte para o crescimento microbiano, 

mas também como substrato para o meio de cultivo. Desta forma, quanto 

menor a área superficial mais facilmente estarão disponíveis os nutrientes do 

substrato. Em FES os sólidos utilizados são insolúveis, sendo esta uma 

vantagem uma vez que na FS a necessidade de diluição do substrato promove 

por consequência a diluição do produto (MITCHELL e BEROVIC, 2010). Ademais, 

o tamanho das partículas pode também definir o espaçamento entre elas, o 

que pode acarretar queda de pressão em leitos aerados em consequência do 

crescimento microbiano (AURIA et al., 1995). O tamanho ou faixa de 

granulometria a ser empregada deve levar em consideração a acessibilidade do 

micro-organismo aos nutrientes e também a disponibilidade de oxigênio e fluxo 

de ar, que podem ser comprometidos com a compactação do leito formado por 

partículas menores (MITCHELL E BEROVIC, 2010). 

 

 Transferência de Calor e Massa: Diferentes fenômenos de transferência de 

calor e massa ocorrem ao longo do leito em um processo de FES. A condução 

ocorre devido ao gradiente de temperatura, com o fluxo de energia de pontos 

de maior para menor temperatura. A difusão ocorre no espaçamento entre 

partículas do meio devido à diferença de concentração da fase gasosa (O2, CO2 

e H20(v)). Por convecção, a transferência de calor e massa ocorre em leitos com 
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aeração forçada, pela passagem do ar através da fase sólida (MITCHELL et al., 

2006a).  

Estes parâmetros são de extrema importância para o crescimento microbiano 

e, por consequência, para o processo fermentativo. Em suma, os substratos sólidos 

utilizados na FES apresentam baixa condutividade. Este fator, somado à baixa 

quantidade de água presente no processo, formam gradientes de temperatura, 

umidade, substrato e produto. Tal problema não é observado em FS, devido à 

grande quantidade de água e agitação empregada (BIESEBEKE et al., 2002). Assim, 

um dos maiores problemas da FES é a geração de gradientes, principalmente de 

temperatura.  

Por outro lado, em FS a principal dificuldade operacional é a transferência de 

oxigênio para os micro-organismos, devido à baixa solubilidade do oxigênio em 

água. A transferência eficiente em FS é dependente do sistema de aeração 

utilizado, agitação, e tamanho e configuração do biorreator (DURAND, 2003). Já na 

FES, a transferência de oxigênio geralmente não é um limitante, com exceção de 

algumas configurações de biorreatores, pois, além de possuir uma fase líquida ao 

redor do substrato sólido, que permite a transferência de oxigênio, essa 

transferência pode ocorrer diretamente da fase gasosa, como no caso de fungos 

filamentosos (SCHUTYSER et al., 2003). 

 

2.2.2. Vantagens e desvantagens da Fermentação em Estado Sólido 

 

 A Fermentação em Estado Sólido apresenta uma série de vantagens em relação 

à Fermentação Submersa, tais como a possibilidade de utilizar, por exemplo, 

exclusivamente resíduos agro-industriais como meio de cultivo, que são de baixo 

custo; apresentar condições semelhantes ao ambiente natural de fungos; ter reduzido 

risco de contaminação devido à baixa umidade; apresentar menor volume reacional; 

apresentar produtos mais concentrados e de fácil recuperação; e apresentar 

possibilidade do emprego de equipamentos de baixa complexidade (RIVERA-MUÑOZ 

et al., 1991).  
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Entretanto, a FES pode apresentar algumas desvantagens, como necessidade 

de pré-tratamento do substrato; necessidade de grande quantidade de esporos; 

intensa mão-de-obra dependendo do tipo de reator; custo de energia elevado quando 

o substrato precisar ser agitado; dificuldade no monitoramento e controle de 

parâmetros, tais como a manutenção da temperatura, por ser um sistema 

heterogêneo (FREIRE E CASTILHO, 2000). 

A FES é empregada com diversas finalidades, como a produção de enzimas, 

aromas, produtos bioativos, biopesticidas, ácidos orgânicos e alimentos fermentados, 

assim como para a biorremediação e biodegradação de compostos e destoxificação 

biológica de resíduos agroindustriais (PANDEY et al., 2000; SOCCOL E VANDENBERGHE, 

2003). 

 

2.2.3. Micro-organismos em FES 

 

Devido à baixa umidade na FES, um número limitado de micro-organismos está 

apto a realizar tal fermentação, sendo os principais os fungos filamentosos e as 

leveduras. No entanto, algumas bactérias podem ser utilizadas (COUTO E SANROMÁN, 

2006).  

Dentre os micro-organismos capazes de se adaptar à FES, os fungos 

filamentosos são os que possuem maior facilidade, devido principalmente ao seu 

crescimento em forma de hifas. A penetração de hifas no interior das partículas faz 

com que os fungos filamentosos tenham uma maior acessibilidade aos nutrientes do 

que os micro-organismos unicelulares, reduzindo a distância em que os processos de 

difusão devem ocorrer. Isso é de grande importância, principalmente nos estágios 

finais da fermentação, quando os nutrientes da superfície encontram-se exauridos 

(MITCHELL et al., 2002).  

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), além de alguns deles não serem nocivos à 

saúde humana, conhecidos como GRAS (Generally Regarded as Save, JAEGER et al., 
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1994), como, por exemplo, o Rhizomucor miehei (http://www.accessdata.fda.gov/, 

acessado em 27 de janeiro de 2014). 

 

2.2.4. Substratos usados em Fermentação em Estado Sólido 

 

A FES, tipicamente, emprega substratos naturais que atuam como fonte de 

nutrientes e de suporte para o crescimento dos micro-organismos (PANDEY et al., 

2000), podendo, desta forma, utilizar diversos resíduos agroindustriais como meio de 

cultivo.  

Orbignya phalerata, popularmente conhecida com babaçu, é uma palmeira 

nativa brasileira. O estado do Maranhão produz cerca de 2/3 de todo o babaçu do 

Brasil, e junto com outros nove estados, detêm cerca de 14,5 milhões de hectares de 

plantação (Figura 2.5) (TEIXEIRA, 2003). Em 2005, a produção de amêndoas do babaçu 

chegou a de 117.723 toneladas, sendo de 111.730 no Maranhão, 5.562 no Piauí e 967 

toneladas em Tocantins (DESER, 2007).  

 

 

Figura 2.5 Cultivo do babaçu na região Norte do Brasil. Fonte: TOBASA BIOINDUSTRIAL S.A. 

 

Os principais produtos do babaçu são o óleo (extraído do fruto) e a torta (que 

resulta do processo de prensagem do fruto). O fruto do babaçu contém 7% em massa 

composta pela amêndoa que é rica em triglicerídeos, cerca de 60% em massa 

(TEIXEIRA, 2003). A amêndoa do babaçu apresenta um conteúdo de 3 a 4% de óleos 

com perfil de ácidos graxos diferenciados de outras palmeiras oleíferas. Suas 

amêndoas contêm ácidos graxos de cadeia curta de carbono, como caprílico, láurico, 

mirístico e palmítico, que apresentam possibilidades de aproveitamento para 

fabricação de diversos produtos, desde sabões até biodiesel (EMBRAPA, 

http://www.accessdata.fda.gov/
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http://www.embrapa.br, acessado em 17 de agosto de 2013). A figura 2.6 representa 

os possíveis usos do coco do babaçu. 

 
Figura 2.6 Possíveis usos do coco do babaçu (DESER, 2007). 

 
Santos et al. (2013) avaliaram o teor de ácidos graxos presente no babaçu 

proveniente de diferentes áreas do Maranhão e observaram que o mesmo apresentou 

um teor de lipídios de 62-67%, com predominância de ácidos graxos saturados, 

principalmente ácido láurico (C12:0) com percentual de 44,86-52,15%.  

Os óleos de origem vegetal são importantes para alimentação humana e 

animal. Os óleos provenientes das sementes oleaginosas de coco e palma são ricos em 

ácidos graxos de cadeia média (C12 e C14). Estes ácidos são muito úteis no 

processamento de alimentos, surfactantes, cosméticos e detergentes (HILL, 2000). A 

produção mundial de óleos vegetais aumentou em cerca de 400% entre 1975 e 2007. 

Outro segmento crescente é a produção de biodiesel no Brasil, utilizando sementes 

oleaginosas. A produção do óleo de babaçu é feita por extração mecânica ou através 

de solvente obtendo como coproduto a torta de babaçu (DESER, 2007). 

http://www.embrapa.br/
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A torta de babaçu possui atualmente potencial de aplicação biotecnológica 

para geração de produtos com valor agregado em relação ao custo destes resíduos. A 

torta de babaçu é usualmente utilizada para rações para suínos e aves. Possui em sua 

composição cerca de 23% em fibras e 18% em proteína bruta. O teor de óleo varia em 

relação ao processo de extração utilizado (DESER, 2007). 

Ferreira (1999) avaliou que cerca de 22% das famílias que trabalham com o 

babaçu no Maranhão dependem exclusivamente da extração da amêndoa do coco, das 

restantes, em 16% o babaçu contribui com 70% para a formação da renda familiar, em 

29% com 50% da renda e em 33% com 30% da renda. A Associação em Áreas de 

Assentamento do Estado do Maranhão (ASSEMA) é uma associação sem fins lucrativos 

que presta assistência às famílias que trabalham com o babaçu no Maranhão. A tabela 

2.1 representa os produtos comercializados pela ASSEMA em 2006, com seus 

respectivos volumes e destinos. 

Tabela 2.1 Produtos comercializados pela ASSEMA em 2006, com seus 
respectivos volumes e destinos. Adaptado de DESER, 2007. 

Produto 
Volume 

(tonelada) 
Destino 

Amêndoa do 
babaçu 

400 Produção de óleo bruto 

Óleo do babaçu 210 
Comércio exterior (60%), produção de sabão e 

sabonetes (5-10%) e indústrias (30-35%) 
Torta de babaçu 120 Indústrias produtoras de ração animal 

 

 

 

2.3. Produção de Lipase por Fermentação em Estado Sólido 

 

 As lipases microbianas são normalmente produzidas por fermentação 

submersa, entretanto, devido às vantagens apresentadas  pela FES, como o 

reaproveitamento de resíduos agroindustriais, este processo tem sido divulgado como 

uma excelente alternativa para produção de lipases e outras enzimas, com altas 

produtividades e redução dos custos de produção (CASTILHO et al., 2000; HÖLKER et 

al., 2004). A produção de lipases por FES vem sendo estudada pelo Laboratório de 

Biotecnologia Microbiana (LaBiM) do Instituto de Química da UFRJ a partir de diversos 
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resíduos agroindustriais e por diversos fungos do gênero Penicillium e Aspergillus. 

Estudos recentes reportam a produção e aplicação de lipase de P. restrictum utilizando 

a torta de babaçu como meio basal (VALLADÃO, 2009), a produção de lipases de P. 

simplicissimum no mesmo meio (GUTARRA, 2005 e 2007) e a produção de lipase de P. 

simplicissimum em rejeito de mamona, com sua simultânea remoção de compostos 

tóxicos e alergênicos (GODOY, 2009). 

As lipases de P. simplicissimum produzidas por FES apresentam elevado 

potencial biotecnológico. Gutarra et al. (2009a) encontraram excelentes resultados 

como elevada produção e rendimento para este processo. Além disso, esta lipase 

mostrou ser termofílica e termoestável em pH entre 5,0 e 7,0 e temperatura de 50°C, 

tornando-a promissora para aplicações industriais. Lipases de diferentes micro-

organismos foram produzidas por FES utilizando diversas matrizes sólidas incluindo 

principalmente resíduos agroindustriais como o resíduo de mamona (GODOY, 2009), a 

torta de babaçu (GUTARRA et al., 2009a) e a torta de pinhão manso (SANTOS, 2010), 

empregando o fungo P. simplicissimum; farelo de trigo, utilizando os fungos Rhizopus 

oligosporous (UL-HAQ et al., 2001) e Aspergillus niger (MAHADIK et al., 2002); e bagaço 

de cana com o fungo Rhizopus homothallicus (DÍAZ et al., 2006), entre outros. 

 

2.4. Lipases de Rhizomucor miehei 

 

As lipases de Rhizomucor miehei (LRM), anteriormente conhecido como Mucor 

miehei, foram primeiramente descritas em 1973 (NAGOAKA E YAMADA, 1973 apud 

RODRIGUES E FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010). As LRM são da família de lipases fúngicas 

que incluem as de Rhizopus, Penicillium camembertii, Humicola lanuginosa e Candida 

antarctica B. Estas lipases são todas de tamanho pequeno, entre 30 e 35kDa 

(BORNSCHEUER E KAZLAUSKAS, 1999). 

Dentre as lipases, a LRM foi a primeira de estrutura conhecida (Figura 2.7). Sua 

estrutura apresenta uma tríade catalítica Ser-His-Asp com a serina ativa oculta por um 

fragmento helicoidal da superfície, a tampa. Na LRM três pontes de dissulfito são 

responsáveis por estabilizar a enzima (RODRIGUES E FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010). 
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Figura 2.7 Estrutura das formas aberta e fechada da lipase de Rhizomucor miehei (LRM) (Fonte: 

RODRIGUES E FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010). 

  

 As lipases de Rhizomucor miehei são  sn-1,3-regioespecificas, ou seja, elas 

catalisam somente reações na hidroxila primária de um triglicerídeo (GODFREY, 1995 

apud KAPOOR e GUPTA, 2012). Apesar de se tratar de uma enzima sn-1,3 específica, a 

migração espontânea do ácido da posição 2 para a 1 ou 3 possibilita total hidrólise do 

substrato. As Figuras 2.8 e 2.9 representam a reação de hidrólise envolvendo essa 

lipase. 

 

Figura 2.8 Esquema da produção de diglicerídeos a partir da hidrólise de triglicerídios 
(Fonte: RODRIGUES E FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010). 

 

 

Figura 2.9 Esquema da hidrólise completa de triglicerídeos catalisado por LRM produzindo 
ácidos graxo livres (Fonte: RODRIGUES E FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010). 

 

TAMPA 

TAMPA 

LRM: Forma fechada LRM: Forma aberta 

LRM 

Triglicerídeo Diglicerídeo 

LRM LRM 
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Em sistemas de baixa atividade de água a LRM apresenta boa atividade e 

estabilidade. Esta estabilidade está relacionada a mudanças na carga na região do sítio 

ativo onde se encontra a tampa (DELLAMORA-ORTIZ et al., 1997). 

As LRM encontram-se entre as cinco lipases mais importantes para síntese 

orgânica, junto com as lipases de Pseudomonas cepacia, Candida rugosa, Candida 

antarctica B e pancreática, sendo a principal aplicação da LRM a modificação de 

lipídios (BORNSCHEUER E KAZLAUSKAS, 1999). 

 

2.5. Biorreatores para FES 

2.5.1. Principais configurações 

 

2.5.1.1. Bandeja 

A FES realizada em reatores de bandeja é uma prática antiga. Trata-se do tipo 

de reator mais simples, nas quais bandejas contendo uma camada fina de meio (até 15 

cm de profundidade) são colocadas em grandes câmaras com circulação de ar úmido. 

As bandejas podem ser feitas de madeira, plástico ou metal (MITCHELL et al., 2000; 

DURAND, 2003). A remoção do calor metabólico é realizada principalmente por 

convecção pelo ar que circula ao redor do leito e por condução pelo leito (MITCHELL et 

al., 2000).  

A temperatura do meio de cultura é controlada pela temperatura da câmara e 

do ar circulante. As bandejas geralmente são abertas no topo e possuem orifícios no 

fundo, permitindo a aeração também das camadas inferiores do meio de cultivo. Pode-

se utilizar agitação intermitente, a qual geralmente é realizada manualmente e apenas 

uma vez por dia (MITCHELL et al., 2000).  

As principais limitações dos reatores de bandeja são a transferência de massa e 

de calor. Diversos estudos demonstraram que a ampliação de escala deste tipo de 

reator não pode ser realizada através do aumento da altura da camada de meio, visto 

que isso acarreta problemas de superaquecimento do sistema. Desta forma, a 

ampliação de escala deve ser realizada utilizando-se bandejas com áreas maiores ou 

então um maior número de bandejas (Figura 2.10) (MITCHELL et al., 2000).  
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Apesar de ser um método simples e de necessitar grande área para o número 

de bandejas, este tipo de biorreator é empregado para a produção de enzimas 

(Suryanarayan, 2003). No Brasil, esta técnica pode representar uma estratégia simples 

e economicamente viável para a produção industrial de enzimas, com a vantagem das 

bandejas poderem ser instaladas próximas ao local de aplicação das enzimas, como 

por exemplo, no tratamento de efluentes e na síntese de biodiesel. 

 

Figura 2.10 Esquema de um reator do tipo bandeja. (Fonte: GUTARRA, 2007). 

 

2.5.1.2. Leito Fixo 

Os biorreatores de leito fixo apresentam alta relação altura/diâmetro e são 

caracterizados pela presença de um suporte estático poroso para o substrato, pelo 

qual aeração forçada é aplicada (Figura 2.11). Geralmente injeta-se ar úmido para 

minimizar a perda de água do meio de cultivo e a temperatura do ar é manipulada 

para regular a temperatura no interior do reator. Em escala de laboratório, o controle 

da temperatura pode ser realizado utilizando-se um banho, onde o reator é submerso, 

ou utilizando-se reatores com jaqueta de água. Neste tipo de reator, a transferência de 

calor é um dos principais problemas que afetam seu desempenho. Observou-se que 

ocorre a formação de gradientes axiais de temperatura no leito, ocorrendo a 

evaporação de água na região superior do reator, principalmente quando se utiliza ar 

saturado na aeração. Nesse tipo de biorreator, o calor é removido por condução pela 

parede (eficiente quando o diâmetro do biorreator é pequeno) e por convecção ou 

evaporação pela passagem do ar pelo leito (SANGSURASAK E MITCHELL, 1995). A 

evaporação remove grande parte do calor metabólico e a dificuldade de reposição de 
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água neste sistema pode levar à diminuição do teor de umidade e inibição do 

crescimento do fungo (MITCHELL et al., 2000).  

Os reatores de leito fixo apresentam vantagens devido à utilização de aeração 

forçada através do leito, que permite maior controle do processo, principalmente de 

temperatura e umidade (SANGSURASAK e MITCHELL, 1995).  

 

Figura 2.11 Reator de Leito Fixo. (Fonte: GUTARRA, 2007). 

 

2.5.1.3. Biorreator agitado 

Esse tipo de reator já foi utilizado com sucesso em larga escala. O biorreator de 

leito agitado INRA, com capacidade para 1 tonelada, descrito em 1988 por Durand e 

Chereau, foi utilizado para produção de enzimas, biopesticidas e enriquecimento de 

proteínas, tendo sido estabelecidos alguns processos comerciais (DURAND et al., 

1996).  

A utilização de agitação contínua ou intermitente promove maior 

homogeneidade do meio e maior remoção do calor gerado. Além disso, permite o 

controle da umidade através da adição de água no sistema. Isso permite que se utilize 

ar seco na aeração forçada, removendo calor por evaporação (Figura 2.12) (von MEIEN 
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e MITCHELL, 2002). Apesar desta vantagem, este tipo de reator só pode ser utilizado 

para micro-organismos em que a agitação não apresenta efeitos deletérios. 

Figura 2.12 Biorreator agitado. Agitação mecânica em 3 diferentes configurações. As setas ( 
) indicam a entrada de ar. (Fonte: MITCHELL et al., 2006) 

 

2.5.1.4. Tambor rotatório 

Os reatores deste tipo são cilíndricos e podem ser inclinados ou horizontais. Os 

sólidos geralmente ocupam cerca de 1/3 do volume do biorreator. Pode ser 

empregada agitação intermitente ou contínua. A agitação é leve e obtida através do 

rolamento do meio dentro do reator (Figura 2.13). Esse tipo de agitação parece causar 

menos danos aos micro-organismos e à estrutura do meio sólido. A remoção do calor 

se dá de forma distinta, dependendo do modo de operação, e ao longo da 

fermentação se for operado de forma intermitente. Este biorreator pode apresentar 

problemas devido à aglomeração ou atrito das partículas do meio. Além disso, o 

controle da temperatura pode ser prejudicado devido à dificuldade de se utilizar 

jaquetas de água (MITCHELL et al., 2000). 
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Figura 2.13 Representação de um tambor rotatório. (Fonte: MITCHELL e von MEIEN, 

2000) 

 

2.5.2. Controle e escalonamento do processo 

 

As limitações na eficiência de transporte de calor e massa em FES tornam difícil 

o processo de escalonamento de forma que seja possível obter valores ótimos de 

crescimento microbiano e formação de produto. 

A remoção de calor gerado pelo metabolismo microbiano é um dos principais 

problemas quando se trata de escalonamento. A remoção de calor deve ser controlada 

de forma a não promover ressecamento ou reduzir a valores indesejáveis a atividade 

de água do meio, além de evitar a inativação de micro-organismos e enzimas 

produzidas. Da mesma forma, o fluxo de ar deve ser suficiente para remoção de calor e 

para suprir a necessidade de O2, quando em processo aeróbio (MITCHELL et al., 

2006b).  

Devido às dificuldades encontradas para o escalonamento da FES, a modelagem 

matemática se torna uma ferramenta útil para a adaptação a novos modelos de 

biorreatores. Modelos de simulação podem levar à descrição do comportamento de 

parâmetros relevantes à fermentação ou à interação entre eles como o crescimento 

microbiano, o consumo de O2 e a produção de CO2, além da geração de calor (SMITIS 

et al., 1999). Muitos modelos são utilizados para descrever a produção de biomassa, 

dentre eles o logístico (SMITS et al., 1996), o modelo linear de Pirt (PIRT, 1965), o 

modelo de Gompertz (WINSOR, 1932), além do modelo de Arrhenius muito utilizado 

pra comparações entre temperaturas (SMITIS et al., 1999). Luedeking e Piret (1959) 
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descreveram um modelo que permite avaliar a cinética de formação de produto com 

base na formação de biomassa: 

   
  

  
  

  

  
                    (Equação 2.2) 

 Onde, 

  

  
                                   

  

  
                              (mg CO2/h) 

                                      

                

 

Segundo LUEDEKING E PIRET (1959), o parâmetro  indica a dependência da 

formação de produto associado ao crescimento celular e o parâmetro  indica a 

dependência quanto ao numero de células, formando um modelo não-associado ao 

crescimento. Desta forma, a equação 2.2 torna-se: 

 
  

  
  

  

  
, para cinéticas de formação de produto associadas ao crescimento. 

                     (Equação 2.3); 

 
  

  
  

  

  
   , para cinéticas de formação de produto semi-associadas ao 

crescimento.                     (Equação 2.4); 

 

 
  

  
   , para cinéticas de formação de produto não associadas ao 

crescimento.                     (Equação 2.5). 

 

 

2.6. Cinética de crescimento microbiano 

 

O crescimento microbiano pode ser definido como o aumento do número de 

células de uma população. Uma curva de crescimento microbiano descreve um ciclo 

completo, incluindo as fases lag, exponencial, estacionária e de morte (MADIGAN et 

al., 2010): 



28 
 

 Fase Lag/Adaptação: Ocorre após o momento do inóculo em um novo meio. 

Está fase é observada quando o micro-organismo passa de um meio de cultura 

rico para um meio mais pobre ou de uma condição estática para uma agitada. 

Neste caso, o micro-organismo deverá sintetizar metabólitos para que ocorra a 

adaptação a este meio. Isto demanda tempo para síntese de enzimas capazes 

de realizar estas reações de biossíntese. Quando o micro-organismo é 

transferido para um meio similar ou que não requer uma complexa sucessão de 

produção de metabólitos, a fase lag não ocorre, havendo estabelecimento 

imediato da fase posterior. O tempo de duração desta fase também dependerá 

do número de células e do estado fisiológico do inóculo. 

 

 Fase Exponencial: Nesta etapa o número de células é duplicado em um 

intervalo de tempo constante. A taxa de crescimento pode variar 

significativamente em relação a cada micro-organismo. Esta é a etapa onde o 

micro-organismo encontra-se em taxa máxima de crescimento. Seres 

eucariotos apresentam menor taxa de crescimento devido a menor proporção 

superfície/volume, o que dificulta a troca entre nutrientes e metabólitos 

excretados. Nesta etapa, as células encontram-se em seu melhor estado 

metabólico, sendo preferencialmente utilizadas para processos de estudo de 

produtos celulares. 

 

 

 Fase Estacionária: Nesta etapa ocorre limitação do crescimento microbiano 

seja por limitação de nutrientes essenciais ou por acúmulo de produtos de 

excreção ou transformação que inibem o crescimento. Desta forma a fase 

exponencial cessa e o micro-organismo entra na fase estacionária de 

crescimento. Nesta fase não há aumento do número de células, porém suas 

funções celulares podem prosseguir. Em processos fermentativos utilizando 

fungos filamentosos, esta fase está associada à produção de metabólitos 

secundários (ROBINSON et al., 2001) e à esporulação (PINTADO et al., 1998). 
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 Fase de Morte: Quando os micro-organismos permanecem incubados por um 

tempo prolongado, os que se encontram viáveis continuam metabolizando, 

mas em algum momento morrerão, dependendo das condições a qual estão 

expostas. Neste momento ocorre a fase de morte que, em alguns casos, é 

acompanhada de lise celular levando a um decréscimo no número de células no 

meio.  

As etapas anteriormente descritas podem ser representadas graficamente 
conforme a Figura 2.14. 

 

 

Figura 2.14 Típica curva de crescimento microbiano (Fonte: MADIGAN et al., 2010). 
 

 Como citado anteriormente, muitos estudos descrevem a produção de 

biomassa de fungos filamentosos, porém estes não refletem a fase estacionária, muito 

importante, por exemplo, para o estudo de metabólitos secundários (SMITIS et al., 

1999). Outra parte da cinética de fungos que precisa de mais estudos é a fase lag (ou 

de adaptação), importante na indústria de alimentos para a manutenção de alimentos 

e seu tempo de prateleira (GOUGOULI e KOUTSOUMANIS, 2013). 

 Na maioria dos sistemas fermentativos a cinética de crescimento dos fungos 

filamentosos pode depender da combinação de fatores, sendo a temperatura e 

atividade de água essenciais para a descrição do processo (HAMIDI-ESFAHANI et al., 

2004). Analisando esta combinação a biomassa calculada não representará somente a 

fase de crescimento e sim todos os estágios (SMITS et al., 1999). 

 



30 
 

2.5.1 Influência da Temperatura 

 

Um dos fatores externos que mais afetam o crescimento microbiano é a 

temperatura. Os micro-organismos podem ser definidos em 4 classes de acordo com a 

temperatura ótima de crescimento (Figura 2.15): psicrófilos, com ponto ótimo em 

baixas temperaturas; mesófilos, com ponto ótimo em temperaturas médias; 

termófilos, com ponto ótimo em temperaturas altas; e hipertermófilos, com ponto 

ótimo a temperaturas muito elevadas (MADIGAN et al., 2010). 

 

Figura 2.15 Relação entre temperatura e crescimento microbiano. (Adaptado de MADIGAN et 
al., 2010). 

 

Em temperaturas inferiores à mínima de crescimento ocorre gelificação da 

membrana, tornando os processos de transporte lentos, não permitindo o 

crescimento. Entre as temperaturas mínima e ótima a taxa das reações enzimáticas 

aumenta, chegando à taxa máxima na temperatura ótima. Já quando a temperatura 

atinge um ponto máximo para a taxa de crescimento, ocorre desnaturação de 

proteínas, colapso da membrana citoplasmática e lise térmica (MADIGAN et al., 2010). 

O controle da temperatura é vital para processos fermentativos, uma vez que as 

reações envolvidas no crescimento microbiano são exotérmicas (SIMITS et al., 1999). 

Em fermentação em estado sólido a temperatura é um dos fatores chave para o 

crescimento microbiano, uma vez que a transferência de calor através de partículas 

sólidas é dificultada (PANDEY, 2003). Em escala laboratorial, dependendo da 

configuração do biorreator, o gradiente de temperatura ao longo do leito pouco 
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excede a temperatura ótima de crescimento microbiano. Porém, com o aumento da 

escala do processo ocorre o aumento do gradiente de temperatura, dificultando ou até 

inibindo o crescimento microbiano (MITCHELL et al., 2006a). 

Poucas são as espécies de fungos filamentosos capazes de crescer em elevadas 

temperaturas. Em processos fermentativos, a escolha do inóculo e posterior 

germinação dos esporos pode depender da temperatura de crescimento do fungo 

termofílico (MAHESHWARI et al., 2000). Por exemplo, os esporos do fungo Rhizomucor 

miehei germinados a 25°C em FS apresentam baixo crescimento quando utilizados 

como inóculo.  Porém, quando os mesmos são germinados a 48°C por 72h, seu 

crescimento após inóculo aumenta em torno de 65% (STREETS et al., 1972 apud 

MAHESHWARI et al., 2000).  

As enzimas obtidas a partir de fungos termofílicos apresentam maior 

termoestabilidade sendo esta uma característica importante em termos industriais, 

como por exemplo, na indústria de detergentes onde utilizam enzimas como lipases e 

proteases com aplicação em temperaturas elevadas (MAHESHWARI et al., 2000). 

A produção de enzimas por FES utilizando fungos termofílicos vem sendo estudada 

devido ao seu potencial biotecnológico, como supracitado. Shaikh et al. (1997) 

estudaram a produção de -galactosidase, utilizando o fungo Rhizomucor sp. por FES 

em farelo de trigo. Kumar e Satyanarayama (2004) avaliaram a produção de 

glucoamilase por FES em farelo de trigo utilizando o fungo Thermomucor indicae-

seudaticae incubado a 40°C. Martin et al. (2010) utilizando o mesmo fungo otimizaram 

a produção de pectinase a 60°C utilizando uma mistura de farelo de trigo, bagaço de 

cana e de laranja.  

Em termos de produção de lipase por FES utilizando fungos termofílicos, Díaz et al. 

(2006) observaram que a lipase produzida por FES utilizando o fungo Rhizopus 

homothallius mostrou maior termolerância do que a lipase produzida por FS.  

 

2.5.2. Consumo de oxigênio e produção de dióxido de carbono 

 

O consumo de O2 e a produção de CO2 são de interesse para os processos 

fermentativos, uma vez que podem representar um método prático de 



32 
 

monitoramento on-line do crescimento microbiano. Tratando-se de fungos 

filamentosos, a quantificação do crescimento em FES é dificultada devido à etapa de 

separação do micro-organismo da fase sólida/substrato. Existem processos onde o 

substrato pode ser hidrolisado por tratamento enzimático, como por exemplo, 

utilizando amilases, seguido de um processo de filtração. Porém uma parte da massa 

seca microbiana pode ser perdida durante o processo de filtragem ou parte do 

substrato pode permanecer inalterado (MITCHELL E KRIEGER, 2006). Outro fator 

importante é a taxa de geração de calor. Cooney et al. (1968) observaram um 

comportamento linear que correlaciona a taxa de geração de calor com o consumo de 

O2 e com a produção de CO2 para diferentes micro-organismos (fungos filamentosos, 

leveduras e bactérias). Em sistemas aeróbios o monitoramento de gases como O2 e 

CO2 possibilita a obtenção de parâmetros importantes para análise do crescimento 

microbiano, como a taxa específica de crescimento () (PINTADO et al., 1998).  

O monitoramento de CO2 associado à formação de produtos pode ser utilizado 

para caracterizar a cinética de um bioprocesso, seja ela associada, semi-associada ou 

não-associada ao crescimento, possibilitando por exemplo determinar o estágio em 

que será finalizada uma fermentação (FAVELA-TORRES et al., 2008). 

Sendo assim, um eficiente sistema de controle e monitoramento de O2 e CO2 é 

um dos pré-requisitos para otimização e escalonamento de um processo de 

fermentação em estado sólido. 

 

2.7. Morfologia de Fungos Filamentosos 

 

Ao longo de seu ciclo de vida, os fungos filamentosos apresentam diferentes 

formas morfológicas de acordo com a fase em que se encontram. Durante a fase 

vegetativa, os fungos se apresentam sob a forma de filamentos tubulares, conhecidos 

como hifas, que são originados da germinação de esporos. As hifas possuem 

crescimento polarizado e ocorre através da extensão dos ápices. Além disso, conforme 

vão se desenvolvendo, as hifas vão se ramificando, gerando estruturas conhecidas 

como micélios. Esta forma de crescimento permite uma colonização efetiva das 

partículas de um substrato sólido (PAPAGIANNI et al., 2004).   
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Segundo Wang e colaboradores (2005), a secreção de proteínas é feita 

preferencialmente pelos ápices, desta forma, a quantidade de ramificações se torna 

um fator relevante quando avaliada a produção de enzimas extracelulares. Quando em 

fase reprodutiva, os fungos apresentam estruturas de reprodução, assexuadas e 

sexuadas, que possuem características distintas de acordo com os diferentes gêneros, 

sendo desta forma um importante fator para sua identificação. 

O crescimento destes micro-organismos varia de acordo com o sistema 

fermentativo empregado (FS ou FES), uma vez que estes processos fermentativos 

possuem características distintas, tais como a quantidade de água livre, o sistema de 

agitação e oxigenação. Desta forma, enquanto em FES o crescimento se dá sobre uma 

superfície sólida, em FS os fungos crescem em meio líquido e expostos à força de 

agitação (PAPAGIANNI et.al., 2001).  

Em fermentação submersa, os fungos filamentosos podem crescer de diversas 

formas dependendo do patrimônio genético, da natureza do inóculo, da composição 

do meio e das condições de cultivo, passando desde micélios dispersos a massas 

miceliais densas (PAPAGIANNI et.al., 2004). Neste sistema, normalmente, os fungos 

filamentosos não esporulam muito, sendo necessário para isto um indutor (RONCAL E 

UGALDE, 2003). 

O estudo de padrões de crescimento em FES ainda é limitado e este deve variar 

de acordo com o micro-organismo, com o material sólido empregado e suas 

propriedades. Além disto, ainda não se buscou associar, de forma efetiva, os padrões 

de crescimento que o fungo pode apresentar com a produtividade em FES. Em FES, 

estudos que demonstrem padrões de crescimento são poucos. Gutarra e 

colaboradores (2009b) mostraram que há crescimento diferenciado entre Penicillium 

simplicissimum em torta de babaçu por fermentação no estado sólido, que ocorre 

sobre e entre o substrato, e em fermentação submersa em torta de babaçu, onde o 

crescimento se deu por meio de micélios livres, ou entrelaçados com os grãos de 

babaçu. Neste estudo, a FES foi o sistema que apresentou maior produtividade. Apesar 

de serem poucos, estudos como este são de extrema importância, tanto para se 

entender melhor como ocorre o crescimento em FES, quanto para tentar fazer uma 

relação entre a morfologia e a maior produtividade no sistema fermentativo.  
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2.8. Abordagem Teórica dos Testes Estatísticos 

 

2.8.1. Planejamento experimental 

 

O planejamento experimental, baseado nos fundamentos estatísticos, é uma 

ferramenta utilizada para se chegar às condições otimizadas de um processo, 

desenvolver a formulação de produtos ou simplesmente para avaliar os efeitos ou 

impactos que os fatores têm nas respostas desejadas (RODRIGUES e IEMMA, 2005). 

A técnica de planejamento experimental tem como vantagens (RODRIGUES e 

IEMMA, 2005): redução do número de experimentos melhorando a qualidade da 

informação obtida através dos resultados; fatores podem ser analisados 

simultaneamente, permitindo a verificação e quantificação dos efeitos sinérgicos e 

antagônicos entre os fatores de interesse e, ainda, a possibilidade de se estudar mais 

de uma variável de resposta ao mesmo tempo. 

Diversos tipos de planejamentos experimentais podem ser utilizados, de acordo 

com sua finalidade. O Fatorial Completo com 3 níveis ou o Delineamento Composto 

Central Rotacional (DCCR) devem ser utilizados quando se quer verificar a curvatura de 

um plano, ou seja, para verificar a existência de termos quadráticos no modelo de 

regressão (CALADO e MONTGOMERY, 2003). Um planejamento do tipo Fatorial 

Fracionado ou um Plackett & Burman (P&B) são utilizados quando são muitas as 

variáveis independentes a serem estudadas. São utilizados a fim de determinar os 

fatores de maior importância para o processo para depois estes serem estudados em 

um novo planejamento. Apesar de ambos serem empregados para a escolha de 

variáveis, o Fatorial Fracionado é recomendado quando se tem menos de 8 variáveis, 

enquanto o P&B torna-se mais indicado a partir de 8 variáveis para a análise dos 

efeitos, pois são mais flexíveis quanto ao número de ensaios (RODRIGUES e IEMMA, 

2005). 

Independente do planejamento experimental escolhido é imprescindível a 

realização de ao menos duas ou três repetições na condição dos pontos centrais 

possibilitando estimar o erro puro e avaliar a repetibilidade do processo. Além disso, a 

curvatura do plano e a significância estatística dos fatores podem ser avaliadas 
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(RODRIGUES e IEMMA, 2005; CALADO e MONTGOMERY 2003). Geralmente o número 

de pontos centrais varia de 3 a 5. 

 

2.8.2. Testes estatísticos para a verificação da adequação do modelo 

 

Tabela Anova 

A Análise de Variância (ANOVA) mostra a validade do modelo pelo teste F 

(distribuição de Fisher), o resíduo que mostra a magnitude do erro experimental. Uma 

análise importante é o R2, coeficiente de determinação, que indica a variabilidade da 

resposta.  Mede a qualidade de ajuste da reta aos pontos. O R2 varia de 0 a 100% (ou 0 

a 1). Para R2=100% (ou 1) o modelo explica 100% da variação total das respostas 

(encontrado=esperado).  O valor p (p-level) é utilizado para definir a significância dos 

fatores. Para um intervalo de confiança de 90%, o p-level deve ser inferior a 0,1. 

Quando p<0,1 ocorre rejeição da hipótese nula (H0), que diz que a variável não é 

estatisticamente significativa. Quanto menor o p-level, mais distante estará da zona de 

rejeição de H0. Para a ANOVA, quanto maior o valor de F maior a significância do fator, 

devendo ser assim considerados os termos que apresentem um valor do teste F maior 

do que o valor de F Tabelado (considerando resíduos e graus de liberdade) (CALADO e 

MONTGOMERY, 2003). 

 

Diagrama de Pareto 

O diagrama de Pareto é uma forma gráfica de mostrar quais fatores foram 

estatisticamente significativos. Estes são apresentados em ordem decrescente de 

significância. 

 

Análise Residual 

Os resíduos do modelo de regressão múltipla são utilizados para a adequação 

do modelo, da mesma forma que para a regressão linear simples (MONTGOMERY e 

RUNGER, 2003). 
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Teste da Normalidade 

Outra forma de verificar a adequação do modelo é pela suposição de 

normalidade dos erros. Isto pode ser visto através do gráfico de probabilidade normal 

dos resíduos, gerado pelo software Statistica 7.0 (Figura 2.16). 

 

 

Figura 2.16 Modelo do gráfico da probabilidade normal dos resíduos (reproduzido por CALADO 
e MONTGOMERY, 2003). 

 

Quanto mais próximos os pontos experimentais estiverem da linha contínua, 

maior a validade da suposição da normalidade dos resíduos. Segundo CALADO e 

MONTGOMERY (2003), os pontos devem estar cobertos por um “lápis gordo” colocado 

sobre a linha reta. Isso garante a normalidade dos resíduos. 

Outros gráficos comumente usados na análise residual são aqueles que 

relacionam os resíduos com a sequência de tempo, com os valores previstos da 

variável dependente ou com os valores da variável independente. CALADO e 

MONTGOMERY (2003) ressaltaram a análise do gráfico da homogeneidade da variância 

que pode apresentar quatro diferentes padrões de comportamento, conforme 

apresentado na Figura 2.17. 
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Figura 2.17 Homogeneidade da variância. Padrões de comportamento dos gráficos dos 
resíduos (Figura modificada a partir de MONTGOMERY, 2001). 

 

A Figura 2.16 apresenta os possíveis padrões da análise do gráfico dos resíduos. 

A Figura 16(a) mostra um dos aspectos esperados para este tipo de gráfico, o de forma 

aleatória da variância que caracteriza uma variância constante dos erros. A Figura 2.16 

(b) significa que há um aumento da variância com o tempo; a Figura 2.16 (c) 

esquematiza o padrão da desigualdade na variância e a Figura 2.16 (d) significa que 

termos de ordens superiores devem ser adicionados ao modelo. 

 

Teste t de Student (Teste t) 

 O test t de Student ou simplesmente teste t, é utilizado para avaliar a 

significância entre as médias de um conjunto de amostras. Quando realizamos um 

teste t, é possível obter como uma das respostas o p-valor, probabilidade de 

significância do teste, que é a probabilidade de se obter valores extremos aos obtidos 

através da análise de uma amostra. Através dele, rejeita-se ou não a hipótese nula 

(H0), conforme o valor de significância estabelecido.  
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. Micro-organismo 

 

Foi utilizado o fungo Rhizomucor miehei, descrito como produtor de uma das 

lipases fúngicas comerciais mais empregadas (ALCÁNTARA et al., 1998). Para a obtenção 

dos esporos, o fungo foi propagado em estufa por 7 dias a 30oC, em meio PDA (Potato 

Agar Dextrose). O fungo pertencente à coleção de cultura do Laboratório de Biotecnologia 

Microbiana (LaBiM) é conservado em meio PDA  coberto com óleo mineral, armazenado a 

4°C. Os esporos foram removidos com auxílio de pérolas de vidro e recuperados em 

tampão fosfato de sódio (50 mM, pH 7,0), formando uma suspensão.  A concentração dos 

esporos foi determinada através de contagem em microscópio óptico utilizando câmara 

de Neubauer (GUTARRA, 2007).  

 

3.2. Fermentação em Estado Sólido 

 

Foram empregados biorreatores do tipo bandeja cilíndricos com 10 cm de 

diâmetro e 15 cm de altura. Foram utilizados com 15 g de torta de babaçu, perfazendo 

uma altura de leito de 1 cm, sem suplementação. A composição da torta encontra-se 

descrita na tabela 3.1. 

Tabela 3.1: Composição da torta. 

Componente % (m/m) 

Lipídios 16 
Proteínas 20 
Umidade  10 

Fibras 50 
Cinzas 4 

 

 Como inóculo foram utilizados 107 esporos /g de massa seca de torta, obtidos 

através da suspensão preparada conforme item 3.1 (GUTARRA, 2007). Como meio de 

cultivo foi empregada torta de babaçu moída e peneirada, sendo utilizadas as 

partículas de diâmetro inferior a 1,18 mm. As fermentações foram conduzidas em 
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câmara climática com injeção de ar úmido com 90% de saturação a 30, 35 e 40°C, com 

tomadas de amostras em intervalos de tempos diferentes para cada temperatura. 

A FES inicial foi conduzida com base em um planejamento experimental do tipo 

32, avaliando a temperatura e a umidade do meio de cultura em 72 horas de 

fermentação nas faixas indicadas na tabela 3.2.  

 
 Tabela 3.2 Variáveis e níveis do Planejamento experimental do tipo 32, para otimização da 

produção de lipase de Rhizomucor miehei. 

Variáveis 
  Níveis   

-1 0 1 

Temperatura (°C) 30 35 40 

Umidade (%) 60 62,5 65 

  
 A Tabela 3.3 representa a caracterização da torta de babaçu utilizada no 

presente trabalho. 

Tabela 3.3. Caracterização da torta de babaçu. 

Componente % (m/m) 

Lipídios 16 

Proteínas 20 
Umidade 10 

Fibras 50 
Cinzas 4 

 

3.2.1. Obtenção do extrato enzimático bruto 

 

Ao final da fermentação, foram adicionados ao biorreator 5mL de tampão 

fosfato (0,1 M, pH 7,0) por grama de torta de babaçu inicial. A extração do preparado 

enzimático foi realizada em agitador rotatório a 35°C e velocidade de agitação de 200 

rpm por 20 minutos. Posteriormente, a torta foi prensada para a obtenção do extrato 

enzimático bruto, o qual foi centrifugado a 3000 g por 5 minutos para remoção de 

sólidos mais finos (GOMBERT et al., 1999). 

O extrato enzimático bruto foi empregado para determinação da atividade 

lipásica. 
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3.3. Análises das amostras 

3.3.1. Monitoramento da fermentação em estado sólido 

 

3.3.1.1. Quantificação do crescimento celular por N-Acetil Glicosamina 

 

A quantificação do crescimento celular foi realizada de forma indireta através 

da dosagem de glicosamina (AIDOO et al., 1981). Para isto, adicionou-se 5 mL de HCl 

6N a 0,5 g de amostra de sólidos fermentados (massa úmida), colocando-se a mistura 

em banho de água fervente por 2 horas. Em seguida, a amostra foi resfriada e filtrada. 

Foram transferidos 2 mL do sobrenadante para um balão de 10 mL, adicionando-se 1 

gota de solução alcoólica de fenolftaleína 0,5% (m/v), sendo a neutralização efetuada 

com solução de NaOH 6 N, até que a coloração atingisse tonalidade rosa. 

Posteriormente, foi realizada a titulação reversa com KHSO4 1%, até que esta 

coloração desaparecesse. O volume do balão foi, então, completado com água 

destilada. Após esta etapa, tomou-se 1 mL da solução acima e adicionou-se à mesma 

1 mL de solução de acetil acetona em Na2CO3 0,5 N (1:50), colocando a mistura em 

banho de água fervente por 20 minutos. Após resfriamento, foram adicionados 6 mL 

de etanol e, em seguida, 1 mL de p-dimetilaminobenzaldeido (reagente de Erlich). Os 

tubos foram incubados a 65oC por 10 minutos e a absorbância foi lida a 530 nm contra 

um branco, no qual foi adicionada água ao invés de amostra. 

 

3.3.1.2. Quantificação da atividade lipásica 

 

3.3.1.2.1. Método Espectrofotométrico 

 

A atividade hidrolítica da lipase foi medida pelo método espectrofotométrico, 

que se baseia na formação de um produto cromóforo (p-nitrofenol) a partir da reação de 

hidrólise do p-nitrofenil ésteres catalisada por lipases. A solução do substrato foi 

preparada utilizando-se 0,25 mL de p-nitrofenil butirato (C4), p-nitrofenil laurato (C12) 

ou p-nitrofenil palmitato (C16) 2,5 mM em Acetonitrila:DMSO (1:1)                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                        
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em 2,2 mL de tampão fosfato de sódio 25 mM, pH 7,0. A reação é iniciada pela adição de 

50 µL do extrato enzimático e conduzida a 30°C. A formação do p-nitrofenol foi 

acompanhada em tempo real em espectrofotômetro a 412 nm. Uma unidade de 

atividade lipásica (U) é definida como a quantidade de enzima necessária para hidrolisar 

1,0 µmol de p-nitrofenol por minuto nas condições de ensaio. A atividade lipásica é 

expressa em U/g de massa seca inicial em FES (GUTARRA, 2009). O cálculo da atividade 

enzimática é feito pela Equação 3.1: 

                                             d

a

f
L F

V

)VF(
A 


                                                  (Equação 3.1) 

Onde: 

 AL = atividade (U/mL) 

 α = coeficiente angular da reta (Abs x tempo)  

 F = fator (Abs x concentração de produto) 

Vf = volume final do meio reacional (mL) 

Va = volume de amostra (mL) 

Fd = fator de diluição 

3.3.1.2.2. Método Titulométrico 

A determinação da atividade lipásica pelo método titulométrico utiliza como 

substrato um triglicerídeo (5% m/v) emulsionado por 3 minutos com goma arábica (5% 

m/v) em tampão fosfato de sódio (100 mM, pH 7,0). O extrato enzimático (1 mL) foi 

adicionado a 19 mL de emulsão e incubado por 20 minutos a 35°C (em pH 7,0) em 

banho com agitação a 200 rpm. A reação foi interrompida pela adição de uma solução 

de acetona-etanol (1:1 v/v), que também promove a extração dos ácidos graxos 

liberados. Os ácidos graxos foram titulados com solução 0,04 mol/L de NaOH em 

titulador automático até um valor de pH final de 11,0. Os brancos reacionais foram 

obtidos adicionando-se o preparado enzimático após a solução de acetona-etanol. 

Uma unidade de atividade enzimática (U) é definida como a quantidade de enzima que 

produz 1 mol de ácido graxo por minuto, nas condições do ensaio (GUTARRA, 2007), 

de modo que o cálculo da atividade enzimática foi feito pela Equação 3.2: 
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                                (Equação 3.2) 



42 
 

Onde: 

 AL = Atividade lipásica (U/mL) 

 V = Volume de solução de NaOH gasto para a titulação da amostra (mL) 

 Vb = Volume de solução de NaOH gasto para a titulação do branco (mL) 

M = molaridade da solução de NaOH (mmols/mL) 

t = tempo de reação (min) 

 Va = volume de amostra (mL) 

O cálculo da atividade enzimática em U/g foi feito pela Equação 3.3: 

 

)/()/( mLUA
M

V
gUA LL

T



                               (Equação 3.3) 

Onde, 

AL = Atividade lipásica (U/mL)
 

VT= Volume de solução utilizado para extração (mL) 

M= Massa seca inicial (g) 

 

3.3.2. Caracterização do extrato enzimático 

 

3.3.2.1. Determinação de proteínas totais 

A concentração de proteínas totais foi determinada pelo método de Bradford 

(BRADFORD, 1976) utilizando albumina de soro bovino (BSA) como padrão. O reagente 

de Bradford comercial e a dosagem realizada em leitor de microplacas. 

 

3.3.2.2. Análise por Zimograma 

 As mesmas amostras utilizadas para a análise de eletroforese foram analisadas 

por zimograma e então submetidas a uma eletroforese NATIVA em gel de 

poliacrilamida 12% (LAEMMLI, 1979), sem a utilização de SDS no gel de poliacrilamida 

e sem SDS e -mercaptoetanol no tampão de amostra. A composição do tampão de 

corrida foi de 1,4% de glicina (m/v), 0,3% de tris (m/v) e 0,1% de Triton X-100. Foi 

utilizado como substrato o - naftil acetato e 4-metil umbeliferil heptanoato 0,02% 
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(m/v). O -naftil acetato foi solubilizado em um volume aproximadamente de 100L 

de acetona e depois gotejado no tampão fosfato 0,1M pH 6,2 contendo 0,05% de Blue 

RR. Após o termino da corrida, o gel foi deixado sob agitação até o aparecimento das 

bandas reativas. Para finalizar a reação o gel foi lavado com água (JOHRI et al., 2001). 

3.3.2.3. Otimização das condições de hidrólise 

 

 Para estudar a faixa de pH e temperaturas ótimos foram realizados dois 

planejamentos experimentais do tipo 32 para o extrato bruto enzimático produzido por 

FES utilizando como substrato o p-Nitrofenil laurato. Sua instabilidade foi corrigida 

através de calibração de p-Nitrofenol nas diferentes temperaturas. Os níveis e as 

variáveis são apresentados nas Tabelas 3.4 e 3.5. A análise estatística foi feita pelo 

STATISTICA 7.0. 

Tabela 3.4 Níveis e variáveis utilizadas para o primeiro planejamento do tipo 32  para avaliação 
das condições de hidrólise. 

Variáveis 
 

Níveis 

 -1 0 1 

Temperatura (°C) 30 40 50 

pH 5 7 9 

 

Tabela 3.5 Níveis e variáveis utilizadas para o segundo planejamento do tipo 32  para avaliação 
das condições de hidrólise. 

Variáveis 
  Níveis   

-1 0 1 

Temperatura (°C) 45 50 55 

pH 8 9 10 

 

3.3.2.4. Especificidade quanto ao substrato 

 

A fim de determinar a especificidade da lipase produzida frente a substratos 

com diferentes tamanhos de cadeia, foi quantificada a atividade lipásica pelo método 

espectrofotométrico (item 3.3.2.1) utilizando p-nitrofenil butirato (C4:0), p-nitrofenil 
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caprilato (C8:0), p-nitrofenil laurato (C12:0) e p-nitrofenil palmitato (C16:0); e pelo 

método titulométrico foram utilizados como substratos a tributirina (C4:0), tricaprilina 

(C8:0) e óleo de oliva (C18:0). 

3.3.3. Monitoramento do CO2 produzido em fermentador do tipo bandeja 

 

O monitoramento da produção de CO2 foi realizado utilizando biorreatores do 

tipo bandeja (fermentação conduzida conforme itens 3.1 e 3.2), alocados dentro de 

um biorreator do tipo tambor rotatório (Figura 3.1), que possui acoplado a ele um 

analisador de CO2. Sua agitação não foi utilizada, o mesmo atuou somente para 

incubação. A vazão de entrada do ar foi de 1,3 L/min, contendo 0,04% de CO2. Foi 

monitorada a saída de ar ao longo de 144 horas de fermentação.  

O monitoramento foi realizado para as temperaturas de fermentação de 30, 35 

e 40°C, obtendo-se a taxa de produção de CO2 (CER – CO2 exchange rate). 

 

Figura 3.1 Biorreator do tipo tambor rotatório utilizado para o monitoramento de CO2 

para a fermentação em biorreatores do tipo bandeja (Fonte: http://www.infors-

ht.com). 

 

http://www.infors-ht.com/
http://www.infors-ht.com/
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3.4. Análise da formação de biomassa e da formação de produto por 

métodos matemáticos 

 

 Utilizando o software Microsoft Excel® foi possível determinar a cinética de 

crescimento microbiano através da integral da curva de produção de CO2 e calcular o 

logaritmo neperiano para determinação do coeficiente respiratório (r). Foi utilizado o 

modelo matemático de Luedeking-Piret para avaliar a formação de produto em relação 

ao crescimento celular. 

 

3.5. Avaliação do crescimento microbiano por análise microscópica 

 

Para a microscopia de luz, amostras de crescimento de Rhizomucor miehei em 

FES foram colocadas entre lâmina e lamínula e observadas frescas ao microscópio 

Axioplan 2 em contraste interferencial diferencial de Nomarski e em campo escuro 

(Gutarra, 2007). 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. Otimização da produção de lipase de Rhizomucor miehei em biorreator 

do tipo bandeja 

 

Sabe-se que em reatores de leito fixo ou bandeja, onde não há agitação 

mecânica favorecendo a remoção de calor, é possível observar gradientes de 

temperatura ao longo do leito, dependendo de suas dimensões e condições 

operacionais como temperatura e vazão de ar (GUTARRA, 2009; SANTOS et al., 2004). 

A temperatura e atividade de água, quando em condições ótimas, favorecem o 

crescimento microbiano, reduzindo a fase lag e aumentando sua taxa específica de 

crescimento () (MAURICE et al., 2011).  

A fim de determinar o perfil de produção da lipase, foram estudados os tempos 

de 24, 48, 72 e 96 horas de fermentação, utilizando a torta de babaçu suplementada 

com 6,25% de melaço. A tabela 4.1 mostra os valores de atividade, em U/g obtidos nos 

diferentes tempos de fermentação. A atividade lipásica foi determinada pelo método 

espectrofotométrico. 

  

Tabela 4.1 Atividade lipásica em diferentes tempos de fermentação. 

Tempo de fermentação (h) Atividade (U/g) 

24 0 

48 6,93 

72 46,72 

96 28,78 
 

A partir dos valores de atividade encontrados pode-se concluir que o tempo 

ótimo de fermentação é de 72h. A fermentação no estado sólido foi realizada sem 

suplementação, com 2% (m/m) e com 6,25% (m/m) de melaço. A atividade lipásica 

também foi determinada pelo método espectrofotométrico. A tabela 4.2 mostra os 

valores de atividade lipásica encontrados de acordo com a suplementação.  
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Tabela 4.2 Atividade lipásica em função da suplementação. 

Suplementação (%) Atividade (U/g) 

0 96,68 

2 85,65 

6,25 83,24 

 

Desta forma foi possível concluir que o melhor resultado se dá sem 

suplementação. A adição de melaço promoveu redução da produção da enzima, 

provavelmente devido ao efeito de regulação da produção por fontes de carbono de 

fácil assimilação (Azeredo et al., 2007). 

Com o objetivo de otimizar o processo de produção de lipase com base no 

crescimento do fungo Rhizomucor miehei e em torta de babaçu por Fermentação em 

Estado Sólido foi realizado um planejamento experimental do tipo 32 de acordo com a 

Tabela 3.1, por 72 horas de fermentação. 

 Os valores de atividade lipásica obtidos nas diferentes condições de ensaio 

assim como os da matriz codificada do planejamento encontram-se descritos na 

Tabela 4.3, com destaque para o melhor resultado obtido no ensaio 3, alcançando 

atividade lipásica de 100 U/g.  

Tabela 4.3 Matriz do planejamento experimental fatorial 32 e suas respectivas respostas 
obtidas pelo método espectrofotométrico. 

Ensaios Temperatura (°C) Umidade (%) Atividade Lipásica (U/g) 

1 30 (-1) 60 (-1) 64 

2 30 (-1) 62,5 (0) 88,8 

3 30 (-1) 65 (1) 100 

4 35 (0) 60 (-1) 24,6 

5 35 (0) 62,5 (0) 50,9 

6 35 (0) 65 (1) 64,3 

7 40 (1) 60 (-1) 82,4 
8 40 (1) 62,5 (0) 79,9 
9 40 (1) 65 (1) 78,8 

10 35 (0) 62,5 (0) 49,8 

11 35 (0) 62,5 (0) 49,3 

 
Utilizando o software Statistica 7.0®, foram feitas as análises estatísticas dos 

resultados. Foram estimados os efeitos das variáveis estudadas assim como a 

interação entre elas. Os efeitos padronizados das variáveis (valores de t) e a 

probabilidade de significância do teste (valor de p) foram utilizados para avaliar a 
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significância dos efeitos das variáveis temperatura e umidade sobre a produção de 

lipase (Tabela 4.4). 

Tabela 4.4 Coeficientes de regressão para produção de lipase. 

Variáveis 
Coeficientes 

de Regressão 

Erro 

Padrão 
Test t 

Valor de 

p 

Temperatura (L) -1,94667 2,639238 -0,73759 0,493903 

Temperatura (Q) 35,68368 4,061701 8,7854 0,000317 

Umidade (L) 12,015 2,639238 4,55245 0,006099 

Umidade (Q) -4,21132 4,061702 -1,03684 0,34733 

Temperatura x Umidade -9,9125 3,232393 -3,06661 0,027891 

     

 Considerando um nível de significância de 5% (valor de p<0,05), é possível 

observar que a temperatura (termo quadrático – Q), a umidade (termo linear – L) e a 

interação temperatura x umidade apresentaram efeitos significativos para a produção 

de lipase. A Figura 4.1 representa a forma gráfica das significâncias das variáveis. 

 

-,737587

1,036835

-3,06661

4,552451

-8,7854

p=,05

Efeitos Estimados Padronizados (Valor Absoluto)

(1)Temperatura (°C)(L)

Umidade (%)(Q)

1Lby2L

(2)Umidade (%)(L)

Temperatura (°C)(Q)

 

Figura 4.1 Gráfico de Pareto resultante do planejamento experimental do tipo 32 para 
otimização da produção de lipase. 

 

A partir dos resultados obtidos foi possível a construção de um modelo 

empírico que descreve o processo dentro das condições estudadas (Equação 4.1), 

sendo incluídos no modelo somente os termos estatisticamente significativos (p<0,05). 

 

AL= 49,43 + 12,02*U + 35,68*T2 – 9,91*T*U         (Equação 4.1) 
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Onde, 

AL= Atividade Lipásica (U/g) 

T = Valor codificado da variável temperatura. 

U= Valor codificado da variável umidade. 

 

Através do teste de análise de variância (ANOVA) foi possível avaliar o ajuste do 

modelo gerado (Tabela 4.5). O modelo representado pela Equação 4.1 apresentou 

valor calculado de F do teste de distribuição de Fisher 4,02 vezes maior do que o valor 

de F crítico (Tabelado) e um coeficiente de determinação (R2) de 0,95641. 

 

Tabela 4.5 ANOVA resultante do planejamento experimental do tipo 32 para otimização da 
produção de lipase. 

 

Erro Puro 95% 

95% de Confiança SQ GL QM F calculado F(0,5; 5; 5) crítico   p-valor 

Regressão 4585,765 5   917,153     22,09 5,05 0,002024 

Resíduos 207,623 5 41,525 

   Falta de ajuste 207,623 3 

    Erro puro 1,344 2 

    TOTAL 4793,388 10         

R2=0,95641. 

 

A Figura 4.2 representa os valores preditos versus os observados. Os pontos 

próximos à linha contínua indicam que os valores preditos apresentam boa 

concordância com os valores experimentais, o que indica um bom ajuste do modelo. 

Esta validade pode ser ainda confirmada através do gráfico da homogeneidade da 

variância. Pela Figura 4.3 é possível observar que os pontos estão distribuídos de 

forma aleatória, o que caracteriza variância constante dos erros. 
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Figura 4.2 Valores preditos versus os observados, resultante do planejamento experimental do 
tipo 32 para otimização da produção de lipase. 
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Figura 4.3 Homogeneidade da variância, resultante do planejamento experimental do tipo 32 

para otimização da produção de lipase. 

 

 Considerando válido o modelo gerado (Equação 4.1) foi construída uma curva 

de contorno para produção de lipase em função da umidade e da temperatura (Figura 

4.4). 
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Figura 4.4 Curva de contorno para produção de lipase em função da umidade e da 

temperatura. 

 

 Na curva de contorno é possível observar duas regiões ótimas de temperatura e 

umidade: uma região a 30°C e 65% de umidade e outra a 40°C em toda faixa de 

umidade estudada. Este comportamento pode ser explicado pela obtenção dos dados 

somente no tempo de 72 horas de fermentação, indicando que para a faixa de 

temperatura em torno de 35°C o tempo ótimo de produção está distante do avaliado 

no planejamento experimental. Isto indica que é necessária uma cinética de produção 

de lipase para cada uma das temperaturas estudadas, mantendo a umidade constante 

a 65% por apresentar melhores resultados. 

 Em FES, devido à ausência de fluxo de água livre e à baixa condutividade 

térmica dos substratos sólidos, a remoção de calor é dificultada e afeta a atividade 

microbiana. Outro fator a ser considerado é o ressecamento do substrato, difícil de ser 

controlado, podendo levar a resultados indesejáveis (WEBER et al., 2001).   

4.2. Cinética de produção de lipase em biorreator do tipo bandeja 

 

A fim de determinar o ponto ótimo para a produção de lipase de Rhizomucor 

miehei foram realizadas 3 cinéticas de produção, cada uma em uma determinada 

temperatura: 30, 35, 40°C. A Figura 4.5 mostra o perfil cinético para cada condição de 

fermentação. 
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Figura 4.5 Cinética de produção de lipase em diferentes temperaturas.  

 

 O perfil cinético de produção é semelhante entre as diferentes temperaturas de 

incubação. Os valores de atividade lipásica com 72 horas de fermentação permitem 

explicar o comportamento do modelo obtido na etapa de otimização por 

planejamento experimental (Figura 4.4), onde a atividade lipásica obtida por FES a 

30°C foi maior em relação à produzida a 35 e 40°C. Cabe, no entanto, ressaltar que 

com um pequeno aumento da temperatura ocorreu uma antecipação do tempo ótimo 

de produção da lipase, de 72 horas a 30°C para 48 horas a 35 e 40°C. Sabe-se que o 

fungo Rhizomucor miehei é um micro-organismo termofílico, podendo germinar a 

temperaturas de até 65°C (DEPLOYE, 1992), desta forma espera-se que seja capaz de 

metabolizar em altas temperaturas. Contudo, com o aumento da temperatura 

aumenta a velocidade de desnaturação da enzima (NOEL e COMBES, 2003), não 

permitindo que a produção a 40°C atinja valores semelhantes à produção em 30°C 

(61,94 e 113,96 U/g, respectivamente), com 72 horas de fermentação. Observa-se, 

para as 3 cinéticas, queda na atividade após o máximo, provavelmente devido à 

desnaturação. 

 Em fermentação em estado sólido onde o processo se dá de forma estática, 

como em reatores do tipo bandeja, ocorre acumulo de calor no leito e as enzimas 

produzidas são suscetíveis à desnaturação pelo calor (SANTOS et al., 2004). Ghildyal e 

colaboradores (1994) mostraram que o fluxo de ar removendo o calor do leito 

promove maior formação de produto (protease).  Este trabalho foi conduzido em 
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reator de leito fixo e foi observado que uma elevação no fluxo de ar de 5 para 15 L/min 

levou a um aumento de 3 vezes no valor de atividade proteásica. Porém ao elevar a 

vazão para 25 L/min a mesma promoveu ressecamento do meio não havendo 

aumento significativo de atividade enzimática em relação à vazão de 15 L/min. 

 No caso de enzimas microbianas que são afetadas por variações na 

temperatura, a correlação entre o tempo de fermentação e a temperatura pode causar 

efeito de desnaturação. Desta forma, é importante analisar a estabilidade da enzima 

produzida. 

Estatisticamente, através do teste t de Student, é possível analisar a 

significância entre os valores de atividade encontrados. Para as temperaturas de 

fermentação de 30°C e 40°C houve diferença estatística entre os valores máximos de 

atividade com 72 e 48 horas, respectivamente, com t calculado (8,867) menor do que o 

valor de t crítico (12,076), para um nível de confiança de 95% (p-valor=0,0714). Porém, 

uma análise econômica desta etapa de produção pode ser uma excelente alternativa 

para avaliar se o aumento no tempo de produção é viável em relação ao aumento de 

atividade obtido ao realizar a FES a 30°C.  

 Em FES, a melhor forma de expressar a umidade ao longo do processo 

fermentativo é através da atividade de água (ZHUG e SHETTY, 1998). Pela análise da 

Figura 4.6, até 72 horas de fermentação houve perdas entre 15-20%, exceto pelo 

período final para as temperaturas mais elevadas (35 e 40°C). A Figura 4.7 representa o 

perfil de atividade de água (aw) ao longo da fermentação, onde é possível observar 

uma queda brusca a partir de 120h para as mesmas temperaturas onde houve elevada 

perda de umidade a partir deste tempo de fermentação. 
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Figura 4.6 Perfil de umidade ao longo da fermentação para as 3 temperaturas estudadas. 

 

 
Figura 4.7 Perfil de atividade de água ao longo da fermentação para as 3 temperaturas 

estudadas. 

 

Em FES, quando o micro-organismo atinge a fase estacionária de crescimento, 

ocorre a formação de metabólitos secundários, sendo os mesmos gerados 

preferencialmente em condições de estresse (ROBINSON et al., 2001). No presente 

trabalho, como será visto no tópico 4.3, esta fase se dá após 72 horas de fermentação. 

Esta produção de metabólitos secundários pode estar diretamente relacionada à 

queda da umidade (pela geração de calor associada ao metabolismo para a formação 

de produtos) e atividade de água.  
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4.3. Cinética de crescimento microbiano 

4.3.1. Análise por respirometria – Produção de CO2 

 

Com a melhor condição de umidade para a produção de lipase estabelecida 

(65%, conforme Figura 4.4), foi realizada uma análise do crescimento microbiano 

através da técnica de respirometria nas temperaturas anteriormente estudadas: 30, 35 

e 40°C.  

 
Figura 4.8 Cinética de produção de CO2 para s FES em diferentes temperaturas. 

 

Como citado anteriormente, o micro-organismo Rhizomucor miehei é um fungo 

termofílico, desta forma sua germinação e crescimento vegetativo ocorrem 

preferencialmente a temperaturas elevadas. Isto pode ser observado na Figura 4.8, 

com uma rápida e elevada produção de CO2 nas primeiras 24 horas nas temperaturas 

de 35 e 40°C.  Os pontos máximos de produção de CO2 se deram em 20, 26 e 50 horas 

para as temperaturas de 40, 35 e 30°C, respectivamente.  

Observa-se também que a fase lag para as três temperaturas estudadas 

termina em aproximadamente 4, 9 e 30 horas para as temperaturas de 40, 35 e 30°C, 

respectivamente. Isso indica que um aumento na temperatura favorece a germinação 

e adaptação do fungo a esta fase, passando rapidamente para a fase exponencial. 

Hernandez-Rodrigues et al. (2009) observaram uma fase lag de 8,8 horas para o fungo 

Rhizomucor pusillus, também um micro-organismo termofilico, em FES a 45°C com 

poliuretano enriquecido com meio líquido. 
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Na Figura 4.8 é possível observar um rápido crescimento a 40°C, expresso na 

forma de CO2, apresentando cinética exponencial até 20 horas. O mesmo perfil é 

observado para as demais temperaturas. Pintado et al.(1998) associaram esta fase 

com o rápido consumo de substrato. A segunda fase, de desaceleração da produção de 

CO2, estaria associada à diminuição, porém sem escassez, do consumo de substrato. 

Em relação à fisiologia do fungo, o inicio da produção de CO2 está relacionado 

com o inicio da germinação dos esporos. A fase de declínio e estabilização da produção 

de CO2 coincide com a fase de formação e liberação dos esporos produzidos (PINTADO 

et al., 1998). No presente trabalho a primeira fase ocorre após os tempos de 4, 9 e 30 

horas e a segunda fase em 20, 26 e 50 horas nas temperaturas de 40, 35 e 30°C (Figura 

4.8). Cabe destacar a diferença de 26 horas para o início da germinação quando ocorre 

um aumento de 10°C na temperatura de fermentação. 

 

 

 
Figura 4.9 Produção de biomassa calculada pela integral da produção de CO2. 

 

Matematicamente, é possível obter a curva de formação de biomassa através 

da integral da curva de produção de CO2 (Figura 4.9) (CHRISTEN et al., 1997). O efeito 

da temperatura na velocidade de crescimento também pode ser observado pela 

Tabela 4.7, gerada a partir dos dados referentes à Figura 4.10, onde o logaritmo 

neperiano da curva de biomassa em função do CO2 fornece o coeficiente respiratório 
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(r), que reflete precisamente a taxa específica de crescimento (SAUCEDO-CASTAÑEDA 

et al., 1994). 

 
Figura 4.10 Logaritmo neperiano da curva de biomassa para determinação do 

coeficiente respiratório (r,). A escala da FES a 30°C corresponde à 72h de fermentação. 
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Tabela 4.7 Parâmetros da FES para o fungo Rhizomucor miehei. 

Temperatura de Fermentação (°C) r (h
-1) Tempo de geração (h) R2 

30 0,0512 13,5 0,9992 

35 0,1113 6,2 0,991 

40 0,159 4,4 0,9977 

 

A Tabela 4.7 mostra uma redução de aproximadamente 9 horas no tempo de 

geração com um aumento de 10°C na temperatura de fermentação. Isto pode ser 

vantajoso quando se trata de processos industriais onde se busca uma redução no 

tempo dos processos. Para fungos termofílicos, como o Rhizomucor miehei, o tempo 

de geração pode diminuir de 12 para 3 h com aumento de 30 para 50°C, com 

coeficiente respirométrico (r) de 0,06 a 0,23 h-1, respectivamente (MAHESHEWARI et 

al., 2000).  

 

4.3.2. Avaliação por N-Acetilglicosamina 

 

A fim de validar o modelo de formação de biomassa determinado 

matematicamente, foi feita uma curva de crescimento baseada na formação de N-

acetilglicosamina, um monômero da quitina, presente na parede celular dos fungos 

(RUIZ-HERRERA, 1992). A Figura 4.11 compara a curva de formação de biomassa com 

base na produção de CO2 a 30°C e a formação de N-acetilglicosamina a mesma 

temperatura. É possível ver que os dados experimentais confirmam o modelo obtido 

matematicamente, apenas após cerca de 48 horas de fermentação. 
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Figura 4.11 Cinética de formação de biomassa com base na produção de CO2 e dosagem de N-

Acetilglicosamina. 

 

 A glicosamina é um componente da quitina, presente na parede dos micélios. O 

conteúdo de glicosamina é um parâmetro para estimar a soma total do crescimento de 

micélios (ZHUG e SHETTY, 1998). Na fase inicial da fermentação a 30°C ainda não há 

formação de micélios. Isto explica o comportamento irregular na fase inicial da curva 

de N-acetilglicosamina expressa na Figura 4.11.  

 Com o objetivo de observar a correlação entre os pontos obtidos 

matematicamente (integral da produção de CO2) e experimentais (N-

Acetilglicosamina), foi plotado um gráfico de correlação entre estes dados, excluindo-

se os valores da fase anterior à etapa de germinação e crescimento vegetativo (Figura 

4.12).  
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Figura 4.12 Gráfico de correlação entre os dados obtidos matematicamente e experimentais 

da cinética de produção de biomassa do fungo Rhizomucor miehei. 

 

O coeficiente de correlação (R2=0,9765) mostra um bom ajuste entre os dados 

teóricos e experimentais, desconsiderando os pontos anteriores a 48 horas, 

corroborando a afirmativa anterior de que o modelo matemático que estima o perfil 

cinético de crescimento pode ser realizado matematicamente através dos dados de 

produção de CO2.                  

 

4.4.   Análise Morfológica 

 

A análise morfológica do fungo Rhizomucor miehei foi realizada com base na 

curva de produção de CO2. Foram feitas observações nos tempos referentes ao início 

da germinação, à produção máxima de CO2 e ao final do pico de liberação de CO2 e 

início da fase estacionária da produção. As Figuras 4.13 (a) e (b) representam o início 

da fase de germinação (após 4 horas de fermentação), onde ainda não é possível 

observar a formação de hifas ou esporos. Porém, nas Figuras 4.13 (c), (d) já é possível 

observar a fase de crescimento vegetativo do fungo (após 20 horas de fermentação) e 

nas demais Figuras (e) e (f) a fase de esporulação (após 40 horas de fermentação). 

As Figuras 4.13 e 4.14 mostram que o aumento de 10°C na escala de 

temperatura promove rápida esporulação do micro-organismo. Desta forma, observa-

se que com 30 horas de fermentação a 30°C não é possível observar a formação de 

esporos, enquanto os mesmos podem ser vistos já em 20 horas de fermentação a 
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40°C. As Figuras 4.13 e 4.14 indicam os estágios de crescimento do fungo, desde o 

início da germinação até a fase de produção e liberação dos esporos, passando pela 

fase de crescimento vegetativo. 

 

 
Figura 4.13 Imagem da FES do fungo Rhizomucor miehei em torta de babaçu a 40°C referente 

às etapas de germinação, estado vegetativo e produção de esporos. (a) e (b) início da 
germinação. (a) imagem obtida com auxílio de estereoscópio. (b) Microscopia de luz. (c) e (d) 
fase vegetativa. (c) imagem obtida com auxílio de estereoscópio. (d) Microscopia de luz. (e) e 

(f) correspondem à produção de esporos; imagem obtida com auxílio de estereoscópio. 

 

a) b) 

c) d) 

e) f) 



62 
 

 

Os conidióforos são estruturas de reprodução que permitem a produção e 

liberação dos esporos de fungos filamentosos (HARRIS, 2012). Assim, cabe destacar na 

Figura 4.13 (d), esta estrutura de reprodução do fungo Rhizomucor miehei, com 

aproximadamente 22 m de diâmetro. Pode-se afirmar que a estrutura em questão é 

um conidióforo uma vez que esporos de fungos filamentosos apresentam menor 

diâmetro. Essien et al. (2005)  observaram que esporos de Mucor hiemalis e Aspergillus 

fumigatus apresentavam 2,1 e 5,7 m de diâmetro, quando propagados em meio 

MEA. Harris (2012) observaram esporos de Hemicarpentales paradoxus com 2 m de 

diâmetro. 
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Figura 4.14 Imagem da FES do fungo Rhizomucor miehei em torta de babaçu a 30°C. (a) 
corresponde ao tempo de 30 horas de fermentação. (a) imagem obtida com auxílio de 

estereoscópio. (b) e (c) correspondem ao tempo de 50 horas de fermentação; imagem obtida 
com auxílio de estereoscópio. (d) e (e) correspondem ao tempo de 70 horas de fermentação; 

imagens obtidas com auxílio de estereoscópio. 

a) 

c) 

d) e) 

b) 
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A Figura 4.15 mostra que o micro-organismo foi capaz de crescer no interior do 

leito e não somente na superfície. As partes destacadas na Figura indicam o 

crescimento superficial. O fungo foi capaz de crescer formando uma rede de hifas 

capaz de formar um aglomerado com as partículas sólidas (Figura 4.15, b). Nas Figuras 

4.15 (c) e (d) é possível observar que o fungo cresceu aderido aos grãos de babaçu 

formando suas estruturas de produção de esporos. 

Em FES, os fungos filamentosos produzem grandes quantidades de esporos 

(GERVAIS e MOLIN, 2003). Esta produção está associada às condições ambientais 

características deste processo produtivo, como baixa disponibilidade de água e 

nutrientes, características já descritas na literatura como estímulos indutores de 

esporulação (RONCAL e ULGALDE, 2003; GERVAIS e MOLIN, 2003). 

Gutarra (2007) observou comportamento semelhante também em FES em 

torta de babaçu utilizando o fungo Penicillium simplicissimum. Em seu trabalho foi 

possível observar a penetração do fungo nos poros da torta, formados a partir da 

amêndoa prensada, indicando um aproveitamento pelo fungo de parte menos 

acessíveis do substrato e levando a um melhor aproveitamento do processo de FES. 
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Figura 4.15 FES após 72 horas a 30°C: (a) e (b) foto da torta de babaçu fermentada no reator 

bandeja; (c) aumento de 40x e (d) aumento de 100x. As partes destacadas indicam o 
crescimento no interior do leito. 

 

4.5. Análise da formação de produto utilizando o modelo de Luedeking-Piret  

 

De acordo com os dados obtidos nos ensaios respirométricos em biorreator do 

tipo bandeja, foram tomadas amostras para quantificação da formação de produto. Os 

dados obtidos possibilitaram a utilização de um modelo matemático que descreve a 

formação de produto em função do crescimento microbiano. O ajuste dos dados foi 

realizado utilizando o modelo de Luedeking-Piret (Equação 4.2) (LUEDEKING E PIRET, 

1959).  

   
  

  
  

  

  
                    (Equação 4.2) 

(a) 

(d) (c) 

 

 

 

(b) 
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 Com os dados obtidos em relação ao crescimento microbiano e produção de 

lipase (Figura 4.16) é possível obter as constantes de proporcionalidade  e  com os 

dados obtidos até o tempo de 72 horas (Tabela 4.6).  

 

 

 

 
Figura 4.16 Dados obtidos para produção de lipase e crescimento microbiano aplicados ao 

modelo de Luedeking-Piret nas temperaturas de 30°C (a), 35° (b) e 40°C (c). 
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Tabela 4.8 Valores experimentais das constantes  e  do modelo de Luedeking-Piret. 

Temperatura (°C) (U/mg CO2) (U/mg CO2..h) R2 

30 1,6474 -0,0189 0,9939 
35 1,2002 -0,0090 0,9013 
40 0,9319 -0,0077 0,9165 

 
 

 De acordo com a Tabela 4.8 os coeficientes de proporcionalidades para as três 

condições de incubação são diferentes de zero. Matematicamente, segundo 

LUEDEKING E PIRET (1959), a taxa de formação de produto dependeria tanto da taxa 

de crescimento como da concentração celular, o que caracteriza um processo de 

produção de enzima semi-associado ao crescimento. Porém, o parâmetro apresenta 

valores que podem ser aproximados a zero. Sendo assim, matematicamente, a 

equação 4.2 passa a ser de um modelo associado, dependendo somente da taxa de 

crescimento (Equação 4.3). Isto pode ser confirmado pela análise da Figura 4.16. 

 

     
  

  
  

  

  
                 (Equação 4.3) 

 

 Também de acordo com a Tabela 4.6 e Equação 4.2, quanto menor a 

temperatura maior a dependência entre a taxa de crescimento e da concentração de 

células para a produção de lipase, dentro das condições estudadas, de acordo com os 

parâmetros e  encontrados.  

 Retomando a Tabela 4.5, é possível associar o parâmetro  da equação 4.3 com 

o coeficiente respirométrico (r). Observa-se que o aumento da temperatura favorece 

o crescimento microbiano, porém este aumento promove desnaturação da enzima 

durante o processo fermentativo, levando a menores valores de  com o aumento da 

temperatura. 

 

 

 

 



68 
 

4.6. Caracterização do pool enzimático produzido por FES 

 

4.6.1. Zimograma 

 

As Figuras 4.17 e 4.18 mostram a caracterização da enzima de Rhizomucor 

miehei através de um zimograma (gel nativo) utilizando substratos de cadeia curta (-

naftil acetato, Figura 4.17) e média (4-metil umbeliferil heptanoato, Figura 4.18), 

padronizando a quantidade de proteína em 10g para todas as amostras. 

 

 

Figura 4.17 Gel nativo. Análise da lipase de Rhizomucor miehei obtida por Fermentação em 

Estado Sólido em diferentes temperaturas utilizando como substrato o - naftil acetato. As 
setas representam as duas bandas ativas. 

 

 
Figura 4.18 Gel nativo. Análise da lipase de Rhizomucor miehei obtida por Fermentação em 

Estado Sólido a 30°C utilizando como substrato o 4-metil umbeliferil heptanoato. 

 

 Para ambos os substratos observa-se que o extrato bruto obtido por FES em 

torta de babaçu apresenta duas bandas capazes de hidrolisar tanto o -naftil acetato 

   30°C      35°C     40°C 
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quanto o 4-metil umbeliferil heptanoato. Santos (2010), utilizando a mesma técnica e 

o mesmo substrato sólido (torta de babaçu), caracterizou o pool enzimático de 

Penicillium simplicissimum contendo oito bandas reativas ao -naftil acetato. Porém, 

Habibi et al. (2013) observaram a presença de somente uma banda característica de 

lipase comercial de R. miehei através de SDS-PAGE, através do peso molecular da 

lipase de R. miehei reportado na literatura (33kDa). A mesma banda foi observada por 

Bjurlin et al. (2001), por zimograma, estudando lipases comerciais produzidas por 

diferentes fungos filamentosos. Neste último trabalho os autores atribuem a produção 

de esterase pelo fungo Rhizomucor miehei concomitantemente à produção de lipase, o 

que pode explicar a segunda banda reativa no presente trabalho. 

 

4.6.2. Otimização das condições de hidrólise 

 

Visando uma caracterização da lipase produzida pelo fungo Rhizomucor miehei 

em torta de babaçu, foi realizado um planejamento experimental fatorial do tipo 32 

para determinação das melhores condições de pH e temperatura de atuação da 

enzima. A medida de atividade hidrolítica foi realizada utilizando espectrofotômetro 

tendo o p-nitrofenil laurato como substrato. 

 Os valores de atividade lipásica obtidos nos 11 ensaios realizados encontram-se 

na Tabela 4.9, bem como os valores codificados da matriz. 

 

Tabela 4.9 Valores experimentais de atividade lipásica nas diferentes condições de ensaio. 

Ensaios Temperatura (°C) pH Atividade Lipásica (U/g) 

 1 30 (-1) 5 (-1) 2,95 

2 30 (-1) 7 (0) 22,94 

3 30 (-1) 9 (1) 54,67 

4 40 (0) 5 (-1) 0,73 

5 40 (0) 7 (0) 131,86 

6 40 (0) 9 (1) 210,11 
7 50 (1) 5 (-1) 0,09 
8 50 (1) 7 (0) 182,54 
9 50 (1) 9 (1) 240,52 

10 40 (0) 7 (0) 126,81 

11 40 (0) 7 (0) 134,76  
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 Utilizando o software Statistica 7.0®, foram feitas as análises estatísticas dos 

resultados. Foram estimados os efeitos das variáveis estudadas, assim como a 

interação entre elas. Os efeitos padronizados das variáveis (valores de t) e a 

probabilidade de significância do teste (valor de p) foram utilizados para avaliar a 

significância das variáveis pH e temperatura sobre a atividade lipásica. A Tabela 4.10 

apresenta os coeficientes de regressão utilizados para determinação do modelo 

empírico de atividade lipásica. 

 
Tabela 4.10 Coeficientes de regressão para hidrólise enzimática. 

Variáveis Coeficientes de Regressão Erro Padrão Test t Valor de p 

Temperatura (L) 57,0983 9,84744 5,79829 0,00215 

Temperatura (Q) -29,8555 15,15489 -1,97003 0,105921 

pH (L) 83,5883 9,84744 8,48833 0,000373 

pH (Q) -27,1755 15,15489 -1,79318 0,132919 

pH x Temperatura 47,1775 12,06061 3,9117 0,011276 

 

Considerando um nível de significância de 5% (valor de p<0,05), é possível 

observar que a temperatura (termo linear – L), o pH (termo linear – L) e a interação pH 

x temperatura apresentaram efeitos significativos para a hidrólise nas condições 

estudadas. A Figura 4.19 representa a forma gráfica das significâncias das variáveis. 
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Figura 4.19 Gráfico de Pareto resultante do planejamento experimental do tipo 32 para 
otimização das condições de hidrólise. 

 

 

A partir dos resultados obtidos foi possível a construção de um modelo 

empírico que descreve o processo dentro das condições estudadas (Equação 4.4). 

 

 

AL= 131,92 + 57,1*T - 29,86*T2+ 83,59*pH – 27,18 pH2+ 47,18*T*pH 

                                 (Equação 4.4) 

 

Onde, 

AL= Atividade Lipásica (U/g) 

T = Valor codificado da variável temperatura. 

pH= Valor codificado da variável pH. 

 

Através do teste de análise de variância (ANOVA) foi possível avaliar o ajuste do 

modelo gerado (Tabela 4.11).  O modelo representado pela Equação 4.4 apresentou 

valor calculado de F do teste de distribuição de Fisher 5,22 vezes maior do que o valor 
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de F crítico (Tabelado) e um coeficiente de determinação (R2) de 0,96314, significante 

em termos de bioprocessos. 

 

Tabela 4.11 ANOVA resultante do planejamento experimental do tipo 32 para otimização das 
condições de hidrólise. 

R2=0,96314. 

 

A Figura 4.20 representa os valores preditos versus os observados, com a 

maioria dos pontos próximos à linha contínua indicando que os valores preditos 

apresentam boa concordância com os valores experimentais, e um bom ajuste do 

modelo, como citado anteriormente. Esta validade novamente pode ser confirmada 

através do gráfico da homogeneidade da variância. Pela Figura 4.21 é possível observar 

que os pontos estão distribuídos de forma aleatória, o que caracteriza variância 

constante dos erros. 

 

 

Erro Puro 95% 

95% de Confiança SQ GL QM Fcalculado F (0,5; 5; 5) crítico p-valor 

Regressão 76035,820 5 15207,164 26,36 5,05 0,001334 

Resíduos 2884,790 5 576,958 

   Falta de ajuste 2884,790 3 

    Erro puro 24,370 2 

    TOTAL 78920,610 10         
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Figura 4.20 Valores preditos versus os observados resultante do planejamento experimental 

do tipo 32 para otimização das condições de hidrólise. 
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Figura 4.21 Homogeneidade da variância resultante do planejamento experimental do tipo 32 

para otimização das condições de hidrólise. 

 

 Considerando válido o modelo gerado (Equação 4.4) foi construída uma curva 

de contorno para otimização das condições de hidrólise da lipase de R. miehei em 

função do pH e da temperatura (Figura 4.22). 
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Figura 4.22 Curva de contorno para atividade lipásica em função da temperatura e do pH. 

 

A Figura 4.22 mostra uma região de ótimo em uma região de temperatura na 

faixa de 45 a 50°C e pH entre 8 e 9. Com a região ótima tendendo para o extremo dos 

valores máximos estudados, foi realizado um segundo planejamento do tipo 32 de 

forma a definir uma região de atuação ótima da enzima.  

Os valores de atividade lipásica obtidos nos 11 ensaios realizados encontram-se 

na Tabela 4.12, bem como os valores codificados da matriz. 

 

Tabela 4.12 Valores experimentais de atividade lipásica nas diferentes condições de ensaio. 

Ensaios Temperatura (°C) pH Atividade Lipásica (U/g) 

 1 45 (-1) 8 (-1) 259,99 

2 45 (-1) 9 (0) 351,89 

3 45 (-1) 10 (1) 123,41 

4 50 (0) 8 (-1) 195,15 

5 50 (0) 9 (0) 199,41 

6 50 (0) 10 (1) 8,85 
7 55 (1)  8 (-1) 49,61 
8 55 (1) 9 (0) 14,85 

9 55 (1) 10 (1) 0,95 
10 50 (0) 9 (0) 208,57 

11 50 (0) 9 (0) 201,57 
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 Utilizando o software Statistica 7.0®, foram feitas as analises estatísticas dos 

resultados. Foram estimados os efeitos das variáveis estudadas assim como a 

interação entre elas. Os efeitos padronizados das variáveis (valores de t) e a 

probabilidade de significância do teste (valor de p) foram utilizados para avaliar a 

significância das variáveis pH e temperatura sobre a atividade lipásica. A Tabela 4.13 

apresenta os coeficientes de regressão utilizados para determinação do modelo 

empírico de atividade lipásica. 

 

Tabela 4.13 Coeficientes de regressão para hidrólise enzimática. 

Variáveis 
Coeficientes de 

Regressão 
Erro Padrão Test t Valor de p 

Temperatura (L) -111,647 20,91288 -5,33866 0,003093 
Temperatura (Q) -6,127 32,18424 -0,19038 0,856496 

pH (L) -61,923 20,91288 -2,96101 0,031482 
pH (Q) -87,497 32,18424 -2,71864 0,041843 
pH x 

Temperatura 
21,98 25,61294 0,85816 0,430011 

 
 

 
   

Considerando um nível de significância de 5% (valor de p<0,05), é possível 

observar que a temperatura (termo linear – L), o pH (termo linear – L e quadrático - Q) 

apresentaram efeitos significativos para a hidrólise nas condições estudadas. A Figura 

4.23 representa a forma gráfica das significâncias das variáveis. 
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Figura 4.23 Gráfico de Pareto resultante do planejamento experimental do tipo 32 para 

otimização das condições de hidrólise. 

 

A partir dos resultados obtidos foi possível a construção de um modelo 

empírico que descreve o processo dentro das condições estudadas (Equação 4.5), 

sendo incluídos no modelo somente os termos estatisticamente significativos (p<0,05). 

 

AL= 197,91 – 111,65*T – 61,92*pH – 87,50*pH2                  (Equação 4.5) 

 

Onde, 

AL= Atividade Lipásica (U/g). 

T = Valor codificado da variável temperatura. 

pH= Valor codificado da variável pH. 

 

Através do teste de analise de variância (ANOVA) foi possível avaliar o ajuste do 

modelo gerado (Tabela 4.14).  O modelo representado pela Equação 4.5 apresentou 

valor calculado de F do teste de distribuição de Fisher 3,66 vezes maior do que o valor 

de F crítico (Tabelado) e um coeficiente de determinação (R2) de 0,88747. 
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Tabela 4.14 ANOVA resultante do planejamento experimental do tipo 32 para otimização das 
condições de hidrólise. 

R2=0,88747. 

A Figura 4.24 representa os valores preditos versus os observados, com a 

maioria dos pontos próximos à linha contínua indicando um bom ajuste do modelo. 

Esta validade novamente pode ser confirmada através do gráfico da homogeneidade 

da variância. Pela Figura 4.25 é possível observar os pontos estão distribuídos de forma 

aleatória, o que caracteriza variância constante dos erros. 
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Figura 4.24 Valores preditos versus os observados resultante do planejamento experimental 

do tipo 32 para otimização das condições de hidrólise. 

 

 

Erro Puro 95% 

95% de Confiança SQ GL QM Fcalculado F (0,5; 5; 5) crítico p-valor 

Regressão 119506,7 3 39835,567 18,46 5,05 0,0010526 

Resíduos 15104,7 7 2157,814 
   

Falta de ajuste 15104,7 5 
    

Erro puro 43,3 2 
    

TOTAL 134611,4 10 
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Figura 4.25 Homogeneidade da variância resultante do planejamento experimental do tipo 32 

para otimização das condições de hidrólise. 

 

 Considerando válido o modelo gerado (Equação 4.5) foi construída uma curva 

de contorno para otimização das condições de hidrólise da lipase de R. miehei em 

função do pH e da temperatura (Figura 4.26). 
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Figura 4.26 Curva de contorno para atividade lipásica em função da temperatura e do pH. 
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A Figura 4.26 mostra uma região de ótimo em uma região de temperatura 

entre 45 e 50°C (valores codificados: -1 e 0, respectivamente) e pH entre 8 e 9 (valores 

codificados: -1 e 0, respectivamente), confirmando os dados obtidos no planejamento 

anterior (Figura 4.24). Estes dados em conjunto com os obtidos no primeiro 

planejamento de caracterização indicam que as lipases produzidas apresentam 

melhores reações de hidrólise em regiões de pH alcalino e elevadas temperaturas 

(Figura 4.27). 

 

 
Figura 4.27 Curvas de contorno para atividade lipásica, em função da temperatura e do pH, 
referentes ao primeiro (a) e segundo planejamento experimental (b)  para otimização das 

condições de hidrolise. 

 

As regiões definidas como ótimas pelo planejamento experimental corroboram 

com a literatura. Hernandez-Rodriguez et al. (2009), utilizando lipase produzida por 

FES em poliuretano por cepa termotolerante do fungo Rhizopus sp.,  realizaram a 

reação de hidrólise a 45°C e pH 8,0 utilizando como substrato p-Nitrofenil palmitato, 

éster sintético que forma o mesmo produto cromóforo (p-Nitrofenol) que o p-

Nitrofenil laurato.  
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4.6.3. Especificidade quanto ao substrato 

 

As lipases de Rhizomucor miehei produzidas foram capazes de hidrolisar 

substratos de diferentes tamanhos de cadeia, utilizando p-nitrofenil ésteres em 

método espectrofotométrico. Foram avaliados quatro substratos: p-Nitrofenil butirato 

(C4:0), p-Nitrofenil caprilato (C8:0), p-Nitrofenil laurato (C12:0) e p-Nitrofenil palmitato 

(C16:0) (Figura 4.28).  

 

 
Figura 4.28 Especificidade em relação a substratos com diferentes tamanhos de cadeia 

de p-nitrofenil ésteres. 
 

A enzima apresentou maior atividade na presença do p-nitrofenil laurato e 

atividade praticamente nula para hidrólise do p-nitrofenil butirato, indicando a 

especificidade da enzima por ésteres de cadeia média. Tal comportamento pode ser 

observado por Gutarra (2007) ao avaliar as lipases também produzidas por FES em 

torta de babaçu, porém utilizando o fungo Penicillium simplicissimum. 

A literatura reporta que lipases de Rhizomucor miehei apresentam preferencia 

por substratos de cadeia longa (RODRIGUES e FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010), porém 

alguns trabalhos reportam lipases atuando preferencialmente em subtratos de cadeia 

mais curta. Lan et al. (2011) observaram um decréscimo de 80% na atividade relativa 

da lipase de Candida albicans com aumento da cadeia do éster, comparando p-

Nitrofenil caprilato (C8:0) e p-Nitrofenil estearato (C18:0).  
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A possibilidade de se tratar exclusivamente de uma esterase encontra-se 

descartada, uma vez que esterases de R. miehei não atuam sobre substratos do tipo p-

nitrofenil ésteres (BORNSCHUER e KAZLAUSKAS, 1999). Ademais, a enzima do presente 

trabalho foi capaz de hidrolisar substratos de cadeia longa (p-nitrofenil palmitato, 

C16:0), o que não ocorre em reações envolvendo esterases, que hidrolisam ésteres de 

cadeia curta e média (C12:0) (BORNSCHUER e KAZLAUSKAS, 1999). Hernandez-

Rodriguez et al. (2009) utilizando a lipase de Rhizomucor miehei produzida por FES em 

poliuretano para hidrólise do substrato p-Nitrofenil palmitato não observaram 

atividade hidrolitica, enquanto que utilizando óleo de oliva como substrato foram 

obtidas 3,2 U/g, caracterizando a enzima como uma lipase. 

Outra metodologia empregada para determinação de atividade lipásica é o 

método titulométrico, utilizando triglicerídeos como substratos. Neste trabalho foram 

avaliados os seguintes substratos: Tributirina (C4:0), Tricaprilina (C8:0) e Óleo de Oliva 

(C18:0) em pH 7,0 (Figura 4.29). 

  

 

Figura 4.29 Especificidade em relação a substratos com diferentes tamanhos de cadeia 
de triglicerídios. 

 

Em valores de pH ácido a neutro as lipases de Rhizomucor miehei  podem 

apresentar preferncia por substratos de cadeia curta (RODRIGUES e FERNANDEZ-

LAFUENTE, 2010), como foi o resultado obtido no presente trabalho. Outro fator 

importante a ser considerado é a maior facilidade de emulsificação de triglicerídeos de 

cadeia curta favorecendo a atuação da enzima na interface orgânico-aquosa 
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(BORNSCHEUER e KAZLAUSKAS, 1999). Croock et al. (2004) reportam a importância da 

combinação da emulsão com pH para a atuação de lipases de Rhizomucor miehei 

utilizando tributirina como substrato. Como citado anteriormente, Hernandez-

Rodriguez et al. (2009), utilizando óleo de oliva como substrato, obtiveram 3,2 U/g, 

porém utilizando método colorimétrico baseado na formação de ácidos graxos, 

utilizando ácido oleico para a curva de calibração. Outros micro-organismos são 

capazes de produzir lipases com preferência por substratos de cadeia curta. Pfeffer et 

al. (2006) ao caracterizar a lipase de Candida antarctica expressa em Pichia pastoris 

encontrou uma atividade relativa 92% maior em substratos de cadeia curta como a 

tributirina. 

 

4.6.4. Estabilidade térmica 

 

Considerando o efeito de desnaturação térmica característico de enzimas 

produzidas por FES, foi realizado um ensaio de estabilidade térmica da enzima 

produzida pelo fungo R. miehei. A análise foi feita utilizando a temperatura de 40°C, 

que promoveu crescimento do fungo e produção de enzima mais rapidamente, além 

de ser a temperatura mais comumente empregada durante a aplicação da lipase de R. 

miehei (BORNSCHUER e KAZLAUSKAS, 1999). Foi avaliada sua estabilidade térmica a 

40°C a pH 7,0 (Figura 4.30), obtendo um tempo de meia vida após 6 horas de 

incubação, mantendo-se 85% de atividade após o período de 1h.  

 

 

Figura 4.30 Estabilidade do extrato bruto enzimático a 40°C, pH 7,0. 
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Diaz et al. (2006) observaram que lipases produzidas por fungos termofílicos 

por FES são mais termoestáveis do que quando produzidas por FS.  Os mesmos autores 

encontraram um tempo de meia vida para lipase de fungo termotolerante Rhizopus 

homothallicus, em aproximadamente 45 minutos a 50°C e pH 7,0. Porém, utilizando a 

lipase comercial de Rhizomucor miehei, Noel e Combes (2003) encontraram um tempo 

de meia vida de 84 horas. Diaz et al. (2006) atribuem componentes não proteicos 

presentes em extratos brutos, como o do presente trabalho, sendo interferentes para 

a estabilidade da enzima quando exposta a condições desnaturantes. Sabe-se também 

que nas lipases de R. miehei, três pontes de dissulfeto são responsáveis pela 

estabilidade térmica da molécula (RODRIGUEs e FERNADEZ-LAFUENTE, 2010). Han et 

al. (2009) modificando duas das três pontes de dissulfeto obtiveram hiperativação da 

lipase de R. miehei nas primeiras 5 horas incubada a 60°C em pH 8,0. Estes dados 

indicam que modificações estruturais na enzima e a presença de compostos na solução 

enzimática podem alterar de maneira significativa a termoestabilidade da lipase de 

Rhizomucor miehei.  
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5. CONCLUSÕES E SUGESTÕES 

 

Os resultados obtidos no presente trabalho permitiram a seguinte conclusão: a 

produção de um biocatalisador (lipase de Rhizomucor miehei) com ampla aplicação 

industrial é possível, utilizando-se uma técnica de baixo custo, a Fermentação em 

Estado Sólido com resíduo agroindustrial (torta de babaçu) como substrato e matriz 

sólida. A seguir é apresentado um resumo dos principais resultados obtidos no 

trabalho. 

 

 O fungo Rhizomucor miehei foi capaz de produzir lipase em torta de babaçu por 

Fermentação em Estado Sólido, sem suplementação, com 65% de umidade 

adicionada ao meio fermentativo, em diferentes temperaturas de processo (30, 

35 e 40°C), atingindo 113,96 U/g em 72 horas de fermentação a 30°C, nas 

condições iniciais de hidrólise. 

 

 Após 120 horas de fermentação, nas temperaturas de 35 e 40°C foi observada 

uma queda brusca de umidade e atividade de água. 

 

 A análise do crescimento microbiano por respirometria permitiu determinar a 

duração da fase lag (adaptação) (4, 9 e 30 horas a 40, 35 e 30°C, 

respectivamente) e do tempo de geração (4,4; 6,2 e 13,5 horas a 40, 35 e 30°C, 

respectivamente) do fungo R. miehei. Esta análise mostrou que um aumento de 

10°C na temperatura de cultivo promoveu uma redução de cerca de 9 horas no 

tempo de geração.  

 

 A cinética de produção de biomassa determinada matematicamente através da 

integral da produção de CO2 mostrou-se eficaz quando comparada com o perfil 

experimental obtido pela quantificação de N-acetilglicosamina. A correlação 

entre os dados teóricos e experimentais apresentou R2=0,9503. 
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 Pela análise morfológica do fungo R. miehei foi possível acompanhar a 

formação de hifas e conidióforos ao longo do processo fermentativo nas 

diferentes temperaturas de ensaio, além de confirmar o crescimento do fungo 

no interior de todo o leito após 72 horas de fermentação a 30°C. 

 

 Os ensaios respirométricos junto com a cinética de produção de lipase 

permitiram descrever a cinética de formação de produto com base no modelo 

de Luedeking-Piret (LP). Para as três temperaturas estudadas a produção de 

enzima se dá de forma associada ao crescimento microbiano até 72 horas 

 

 A respirometria vai permitir o monitoramento da FES sendo um método on-line 

de avaliação do crescimento. 

 

 Observou-se por análise do modelo matemático LP e com base no coeficiente 

respirométrico (r) que o aumento da temperatura favorece o crescimento do 

fungo R. miehei, porém reduz a produção enzimática. 

 

 A caracterização do pool enzimático produzido por Fermentação em Estado 

Sólido utilizando o fungo Rhizomucor miehei em torta de babaçu apresentou 

duas bandas reativas tanto ao substrato -naftil acetato quanto ao 4-metil 

umberliferilheptanoato. 

 

 O planejamento experimental do tipo fatorial 32 para a otimização das 

condições de hidrólise indicou uma faixa ótima de atuação da enzima em 

temperatura entre 45 e 50°C e pH entre 8 e 9. 

 

 A enzima produzida foi capaz de hidrolisar ésteres de cadeia média utilizando 

substratos do tipo p-Nitrofenil ésteres, porém apresentando preferência por 

substratos de cadeia curta quando realizada análise utilizando triglicerídeos 

como substratos por método titulométrico. 
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 A enzima apresentou estabilidade térmica a 40°C, com manutenção de 85% da 

atividade inicial após 1hora e tempo de meia vida de 6 horas. 

 

 

Para trabalhos futuros sugere-se: 

 

 Realizar a Fermentação em Estado sólido em biorreator de leito fixo utilizando 

o fungo Rhizomucor miehei monitorando produção de lipase, além de dados 

que permitam modelagem matemática para escalonamento do processo, como 

produção de CO2 e perfil de temperatura ao longo do leito durante o processo 

fermentativo. 

 

 Realizar o mesmo processo em biorreator do tipo tambor rotatório. 

 

 Comparar os dados obtidos nas diferentes conFigurações de biorreatorores em 

termos de produção de lipase, morfologia e cinética de crescimento 

microbiano. 

 

 Em conjunto com o Laboratório de Biotecnologia Microbiana (LaBiM), avaliar a 

aplicação da lipase de Rhizomucor miehei produzida por FES em torta de 

babaçu em diferentes reações de hidrólise e esterificação. 
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