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RESUMO 

As esterases (E.C. 3.1.1.1) são enzimas pertencentes à classe das carboxil ester hidrolases, e atuam 

diretamente na clivagem e na formação de ligações ésteres, enquanto as lipases (EC 3.1.1.3) são 

hidrolases que catalisam a hidrólise de triacilgliceróis em ácidos graxos livres e glicerol. A utilização 

de enzimas nas indústrias permite o desenvolvimento de processos tecnológicos tão eficientes quanto 

os realizados pela natureza e sem impactos ambientais. Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi 

identificar micro- organismos isoaldos da Caatinga com potencial promissor na produção das enzimas 

esterase e lipase. Amostras de fungos filamentosos (6 amostras) do gênero Aspergillus sp. denominados 

de SIS (10, 11, 12, 14, 92, 112) e 2 isolados de Penicillium sp. denominados de SIS (21, 23) foram 

cultivados em meios de cultura específico utilizando as temperaturas de 28°C e 35°C, durante 72 h, 

com acompanhamento diário. A presença do halo característico evidenciou a presença das enzimas 

testadas. Os melhores resultados obtidos indicaram que a produção de lipase e esterase com o 

Penicillium sp. (SIS 23), apresentando índice enzimático de 2,0cm à 35°C e á 28°C e 1,5 cm após 72 

horas de cultivo destacando-se como um potencial produtor de esterase e lipase. 

 

Palavras-chave: detecção de enzimas microbianas, fungos filamentosos, enzimas hidrolíticas 

 

ABCTRACT 

Esterases (E.C. 3.1.1.1) are enzymes belong to the class of carboxyl ester hydrolases and act directly 

in cleavage and formation of ester bonds, while the lipases (EC 3.1.1.3) are hydrolases that catalyze 

the hydrolysis of triacylglycerols to free fatty acids and glycerol). The use of enzymes in industries 

allows the development of technological processes as efficient as those carried out by nature and 

without environmental impacts. In this context, the objective this study was identify microorganisms 

isolated from Caatinga with promising potential in production of enzymes esterase and lipase. Samples 

of filamentous fungi (6 samples) Aspergillus sp. genus, called SIS (10, 11, 12, 14, 92, 112) and 2 

isolates of Penicillium sp., called SIS (21, 23) were grown in specific culture means using temperatures 

of 28 °C and 35 °C during 72 h, with daily monitoring. The presence of the characteristic halo showed 

the presence of the tested enzymes. The best results obtained indicated the production of lipase and 

esterase by Penicillium sp. (SIS 23) with enzyme index of 2.0 cm at 35 °C and at 28 ° C and 1.5 cm 

after 72 hours cultivation standing out as potential producer of esterase and lipase. 

 

Keywords: microbial detection enzymes, filamentous fungus, hydrolytic enzymes.  
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1 INTRODUÇÃO 

A busca por novos micro-organimos isolados e identificados de ambientes ainda pouco 

conhecidos como a Caatinga para produção de substâncias bioativas, principalmente as enzimas 

microbianas, se faz necessário pois a indústria biotecnológica necessita de novos produtores 

microbianos com alta eficiência de detecção em ensaios em meio sólido ou produção em fermentação 

submersa para futuras aplicações industriais (GORLACH-LIRA, COUTINHO, 2007; ALVES, et al., 

2014; DA SILVA, et al., 2019; BARBOSA, et al., 2020). 

Enzimas são quimicamente chamadas de proteínas que desempenham multiplas funções 

importantes nos processos metabólicos com atividade catalítica sobre as diversas reações biológicas 

existentes. Possuem altos valores comerciais por apresentarem uma gama de aplicações em vários 

setores industriais como: de alimentos e bebidas, produtos de limpeza, produção de biocombustíveis, 

alimentos para animais e aplicações especiais pesquisa e biotecnologia, diagnósticos e biocatalisadores 

(LÓPEZ, BOND, 2008; DOS SANTOS et al., 2016; ARORA, MISHRA, MISHRA, 2020). 

Podem ser produzidas por animais, plantas e micro-organismos. As de origem microbiana são 

preferíveis por apresentar uma série de vantagens como menor tempo de produção, alto rendimento, 

facilidade de manipulação e, principalmente, porque são consideradas mais ativas e estáveis que as 

origem animal e vegetal (NAGARAJAN, 2012; LIU E KOKARE, 2017; FERRAZ et al., 2018; 

TRIPATHI, YADAV, SHARMA,2020). 

A utilização de enzimas em processos industriais vêm a minimizar o impacto ambiental 

comparado aos métodos químicos convencionais. O uso de enzimas apresentam também como 

vantagens: a economia de água, energia, produtos químicos e redução do custo no tratamento de 

efluentes (SANTOS et al., 2016; AHMAD, et al., 2019). Dentre as enzimas empregadas para fins 

industriais, 75% pertencem à classe das hidrolases e, neste universo, segundo Mordor Intelligence 

(2020) o crescimento na produção das lipases vem sendo impulsionada pela crescente demanda de 

alimentos processados, aliados a crescente conscientização sobre produtos saudáveis (PANDEY et al., 

1999; DENG et al.;2016; PRIJI et al.; 2019; VISHNOI, DIXIT, MISHRA, 2020). 

As lipases (EC 3.1.1.3) são enzimas denominadas de hidrolases que catalisam a hidrólise de 

triacilgliceróis a ácidos graxos livres e glicerol. As lipases microbianas podem ser utilizadas como 

aditivos em alimentos para modificar e realçar as propriedades organolépticas presentes, como também 

assumir a função de detergentes para hidrolisar gorduras, no tratamento de efluentes oleosos, além da 

presença nas industriais farmacêuticas, de cosméticos, agroquímicas e oleoquímicas. São considerados 

biocatalisadores versáteis que podem ser aplicados em diferentes reações químicas existentes: como 

hidrólise, esterificação, transesterificação e aminólise (MESSIAS et al. 2011, RIBEIRO, et al. 2011, 

MEHTA, BODH, GUPTA, 2017; COSTA et al. 2020, SALES et al. 2020). 
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Segundo a Mordor Intelligence (2020), as lipases são responsáveis por 10% da participação do 

mercado mundial de enzimas e esse mercado tende a crescer 8,8% até 2025. Enzimas que apresentam 

a capacidade de hidrolisar apenas acilgliceróis de cadeia com menos de 10 carbonos são denominadas 

genericamente como esterases, diferindo das lipases por especificidade de substrato 

(BORNSCHEUER, 2002; AVHAD, MARCHETTI, 2019; SALES et al. 2020). 

Os substratos comuns para lipases presentes nas reações são óleos e gorduras principalmente 

triacilgliceróis constituídos de ácidos graxos de cadeia longa, ou seja, ligações ésteres tríplices. 

Geralmente esse grupo de enzimas não requerem a presença de cofatores, atuam em ampla faixa de 

pH, sendo estáveis em altas temperaturas, possuem elevadas especificidade, características desejáveis 

que fazem com que sejam altamente aplicáveis em processos industriais (BHARATHI, 

RAJALAKSHMI, 2019; THAPA et al., 2019; PATEL et al., 2019; NIYONZIMA, VEENA, SUNIL, 

2020). 

As esterases são enzimas que catalisam a hidrólise de um grande número de ésteres alifáticos e 

aromáticos e geralmente são restritas a ésteres de cadeias curtas. São amplamente distribuídas nos seres 

vivos. As esterases vêm sendo estudadas pelo seu potencial em diversos processos industriais como na 

síntese de aromas, fármacos, biopolímeros e separação de misturas racêmicas (LEHMANN et al., 2014; 

ZHENG et al., 2017; BOLL et al., 2020). As esterases podem ser obtidas por micro-organismos como 

Pseudomonas, Bacillus, Lactobacillus, Rhodoccoccus, Aspergillus, Geotrichum (SAMESHIMA- 

YAMASHITA et al., 2018). Os fungos filamentosos são considerados bons produtores, pois secretam 

estas enzimas para o meio de cultura em níveis mais elevados que os secretados por leveduras e 

bactérias (KAMAT et al. 2013; GUDIUKAITE et al., 2017). 

 

2 OBJETIVOS 

Avaliar em meio sólido as amostras de fungos filamentosos isolados do solo da Caatinga de 

Pernambuco na determinação de lipases e esterases. 

 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 MICRO-ORGANISMOS 

Foram utilizadas amostras de fungos filamentosos do gênero Aspergillus sp., denominados de 

SIS (10, 11, 12, 14, 92, 112) e Penicillium sp. denominados de SIS (21, 23) isolados da Caatinga de 

Pernambuco, previamente catalogados no Banco de Culturas da Universidade Católica de Pernambuco 

(UNICAP), localizado no Núcleo de Pesquisas em Ciências Ambientais e Biotecnologia (NPCIAMB). 

As culturas foram mantidas em meio Ágar Sabouraud Dextrose (ASD), com a seguinte composição: 

dextrose (40g/L), peptona (10g/L), ágar (20g/L), água destilada 1000mL e pH 5,8. 
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3.2 PREPARAÇÃO DO INÓCULO 

O inoculo foi obtido transferindo esporos dos fungos para frascos de Erlenmeyer contendo 

50mL 

7de água destilada estéril para obtenção de uma suspensão de 10   UFC/mL. A contagem dos 

números de esporos em suspensão foi realizada em câmera de Neubauer e microscópio binocular. Em 

seguida 50μL da suspensão foram transferidas para o meio testado. 

 

3.3 DETERMINAÇÃO ENZIMÁTICA 

As medições dos diâmetros dos halos e das colônias foram realizadas com um paquímetro 

(mm), colocado no reverso das placas de Petri, durante 72 horas. A determinação enzimática foi 

expressa através do índice enzimático (IE), mediante a relação do diâmetro médio do halo de 

degradação, subtraindo o valor do furo e o diâmetro médio da colônia. Foi utilizado seguindo a 

metodologia de Hankin, Anagnostakis (1975) modificada, segundo a fórmula abaixo: 

 

3.4 CARACTERIZAÇÃO SEMIQUALITATIVA DA PRODUÇÃO DE ESTERASES 

Para a detecção da atividade esterásica foi utilizada a metodologia de Sierra (1957) modificado 

por Mendonça et al (1996), utilizando o meio de detecção de esterase (DTE): peptona (10g/L), Cloreto 

de sódio (5g/L), Cloreto de cálcio dihidratado (0,1g/L), ágar (20g/L), tween 80 (10mL/L), água 

destilada (1000mL), pH 6.0. O tween 80 foi incorporado ao meio após ser autoclavado em vapor 

fluente. O meio de cultura foi distribuído em placas de Petri e após a solidificação, foram feitos furos 

no centro das placas, cujo diâmetro foi de 0,8 cm. 

Em seguida foram inoculados 50μL da suspenção dos esporos previamente preparada. As placas 

foram colocadas em estufa nas temperaturas de 28°C e 35°C, durante 72 horas com acompanhamento 

diário. Todos os ensaios foram realizados em triplicatas. Após o período de crescimento microbiano, 

as placas foram re Em seguida foram inoculados 50μL da suspenção dos esporos previamente 

preparada. As placas foram colocadas em estufa nas temperaturas de 28°C e 35°C, durante 72 horas 

com acompanhamento diário. Todos os ensaios foram realizados em triplicatas. Após o período de 

crescimento microbiano, as veladas com uma solução de Iodo a 0,1N, durante 5 minutos revelando um 

halo opaco característico devido a precipitação do sal de cálcio, insolúvel em ácidos graxos, 

proveniente da catálise hidrolitica de ésteres a ácidos graxos livres. 
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3.5 CARACTERIZAÇÃO SEMIQUALITATIVA DA PRODUÇÃO DE LIPASE 

Para a detecção da atividade lipolítica foi utilizada a metodologia de Hankin, Anagnostakis 

(1975) modificada, utilizando o meio de detecção de lipase (DTL): peptona (10g/L), Cloreto de sódio 

(5g/L), Cloreto de cálcio dihidratado (0,1g/L), ágar (20g/L), tween 20 (10mL/L), água destilada 

(1000mL), pH 6.0. O tween 20 foi incorporado ao meio após ser autoclavado em vapor fluente. 

Em seguida, após o resfriamento o tween 20 foi introduzido no meio de cultura e distribuído 

em placas de Petri, e seguir a sua solidificação, foram feitos furos no centro das placas, cujo diâmetro 

foi de 0,8 cm. Posteriormente foram inoculados 50μL da suspenção dos esporos previamente 

preparadas. As placas foram colocadas em estufa com temperaturas de 28°C e 35°C, durante 72 horas 

com acompanhamento diário. 

Os ensaios foram realizados em triplicatas. Após o período de crescimento microbiano, as 

placas foram reveladas com uma solução de Iodo a 0,1N, durante 5 minutos revelando um halo opaco 

característico em torno da colônia, resultado da precipitação do sal de cálcio, que é insolúvel em ácidos 

graxos, proveniente catálise hidrolitica do triacilglicerol em ácidos graxos livres e glicerol. 

 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os resultados obtidos nas análises das atividades enzimáticas esterásicas e lipolícas descritos 

nas Figuras 1-4, indicam que os micro-organismos testados apresentaram uma ampla variação quanto 

ao potencial de produção das enzimas em relação às temperaturas testadas. Conforme descrito em 

literatura, até 38ºC é possível obter-se uma maior produção enzimática por fungos de diversos gêneros 

e espécieis (BHARATHI, RAJALAKSHMI, 2019). 

As amostras que se destacaram nas atividades enzimáticas esterásicas e lipásicas foram do 

gênero Penicillium descritos nas Figuras 1-4. Na produção de esterase as amostras de Penicillium sp. 

(SIS 21 e SIS 23) se destacaram (Figuras 2), apresentando índices enzimáticos de 2,0 cm, na 

temperatura de 35°C e  a temperatura de 28°C 1,4 cm, após período de 72 horas de cultivo. 
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Figura 1. Atividade esterásica dos isolados de Aspergillus sp. (SIS 10, 14, 92) durante 72 horas de cultivo nas temperaturas 

de 28°C e 35°C 

 

Figura 2. Atividade esterásica dos isolados de Penicillium sp. (21, 23) durante 72 horas de cultivo em temperatura de 28°C 

e 35°C 

 

Na detecção de lipase, a amostra que se destacou foi Penicillium sp. (SIS 23) descrito na Figura 

4, que apresentou um índice enzimático de 2,0 cm à 35°C e a 28°C de 1,5 cm após 72 horas de cultivo, 

se destacando como um potencial produtor de lipase e esterase em relação às demais amostras testadas 

(Figura 5). 

Rodrigues et al (2016) utilizando linhagens de Penicillium sp. e Lima et al (2014), utilizando 

linhagens de Aspergillus sp. descreveram que resultados ≥2,0 cm são considerados bons valores na 

detecção de enzimas produzidas por micro-organismos. Carvalho et al (2013) destacaram resultados 
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satisfatórios na produção de esterase utilizando amostras de leveduras, corroborando com os resultados 

obtidos no presente trabalho. 

 

Figura 3. Atividade lipolítica dos isolados de Aspergillus sp. (SIS 10, 14, 92) durante 72 horas de crescimento em 28°C e 

35°C. 

 

As amostras de Penicillium sp. (SIS 21) e o Aspergillus sp. (SIS 92) descritos na Figura 4, 

demonstraram que após 72 horas de cultivo á 35°C, apresentaram índices enzimáticos entre 1,7 e 1,6 

cm. Soares et al (1999) também descreveram que, utilizando linhagens de Aspergillus sp., obtiveram 

valores enzimáticos <2,0, relatando que esses valores indicam um baixo potencial enzimático, 

considerando que um micro-organismo bom produtor de enzimas extracelulares é classificado com 

índice enzimático ≥2,0. Apesar de não atingirem o índice enzimático recomendado, podem ser 

considerados potencial de produtores intermediários de lipase, pois atingiram índices enzimáticos 

próximos a 2,0 cm. Enquanto os demais se agrupam em uma produção enzimática inferior. 

As amostras SIS (11, 12, 112) do gênero Aspergillus não foram detectadas produção nas 

enzimas testadas, pois apresentaram índices abaixo dos valores descritos na literatura. 
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Figura 4. Atividade lipolítica dos isolados de Penicillium sp. (21, 23) durante 72 horas de cultivo na temperatura de 28°C 

e 35°C. 

 

Figura 5. Resultados das atividades enzimáticas esterasicas e lipásicas do Penicillium sp. (SIS 23) na temperatura de 35°C 

nas 72 horas de cultivo 

 

Em estudos realizados por Costa et al (2017), que utilizaram resíduos agroindustriais como 

substrato em fermentação sólida, obtiveram a sua máxima produção de lipase a partir de amostras de 

Aspergillus niger em meio contendo farelo de arroz suplementado com glicerol como fonte de carbono. 

Também foi observada uma atividade enzimática intermediária através de farelo de trigo ou uma 

mistura deste ao farelo de arroz. 

A adição do glicerol torna esta amostra mais eficiente na produção desta enzima, devido a 

capacidade da substância em liberar mais facilmente as moléculas de ácidos graxos, aumentando assim 

a sua eficiência enzimática (FENG; HUANG; PENG, 2019). A maior atividade de Aspergillus niger 
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também foi observada em 48 horas nos ensaios realizados por Indah, Mappiratu e Musafira (2017), 

onde verifica-se o aumento do crescimento do micro-organismo e o início da fase estacionária. 

Outros autores que também conseguiram obter a enzima hidrolítica a partir da mesma amostra 

de forma satisfatória utilizaram resíduos agroindustriais em seu meio de produção. O uso de resíduos 

contribui para a biossíntese de baixo custo, pois são rejeitos da extensa produção agrícola de países em 

desenvolvimento e o seu descarte é também um problema ambiental, e contribuem principalmente no 

fornercimento de nutrientes necessários para o crescimento das células microbianas (NEMA, 

PATNALA, MANDARI et al, 2019; TACIN, MASSI, FUNGARO et al, 2019; PRABANINGTYAS, 

PUTRI, UTAMI et al, 2018). 

Kumar, Rani, Gunaseeli et al (2017) utilizaram em seus estudos a fermentação sólida e 

submersa para produção da lipase pelo Aspergillus japonicus MF-1: óleo de amendoim associado a 

agentes redutores e oxidantes na fermentação sólida, que obteve o máximo de produção da enzima (266 

U/g), enquanto que em fermentação submersa na presença de óleo medicinal sendo produzido cerca de 

58% deste valor. 

Um dos fatores importantes para a otimização da produção enzimática por fungos é o tipo de 

fermentação. A fermentação sólida é bastante utilizada por apresentar maior produtividade em relação 

a forma submersa além de apresentar menor gasto energético, baixo índice de contaminação devido a 

ausência de água, utilizar equipamentos simples e de baixo custo e por facilitar a implementação dos 

rejeitos industriais, principalmente óleos, em seu meio de produção (MEHTA, BODH, GUPTA, 2017; 

UTAMI, HARIYANE, ALAMSYAH et al, 2017; NIYONZIMA, VEENA, MORE, 2020). A 

constituição do meio de produção é outro fator a ser observado, já que sua formulação é determinante 

para o sucesso do do ensaio. A relação Carbono (C) e Nitrogênio (N) precisam ser adequadadas para 

atender as necessidades específicas dos microrganismos estudados e conforme afirma Costa et al 

(2017), a quantidade de Nitrogênio (N) tem grande influência na produção de lipase, seja ele orgânico 

ou inorgânico, podendo a concentração empregada auxiliar apenas no crescimento de biomassa e não 

enzimático. 

Outras amostras que apresentaram produção satisfatória de lipase otimizando-se o meio 

produtivo foram Aspergillus terreus (DE AZEVEDO; OLIVEIRA E ALCÂNTARA et al, 2020), 

Aspergillus fumigatus (OLIVEIRA; FRENSCH e MARQUES et al, 2020; MEHTA; GROVER e 

GRUPTA, 2018), 

Aspergillus oryzae (PAITAID; H-KITTIKUN, 2019) e Aspergillus ibericus (OLIVEIRA, 

SOUZA e PECLAT et al, 2017). 
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O gênero Penicillium agrupa boa parte dos fungos que são bons produtores de lipase e diversas 

enzimas extracelulares com boas aplicações biotecnológicas, podendo suas amostras se desenvolverem 

em diversos ambientes como na manta superficial de florestas, decompondo folhas e frutos. 

Isolando espécies deste local para investigar o seu potencial lipolítico, Ortellado e Lisowiec et 

al (2020) obtiveram bons resultados em sete das amostras em fermentação submersa suplementada com 

2% de azeite de oliva a partir do sexto dia, a 30ºC, dentro da faixa de temperatura empregada descrita 

e neste estudo. 

Também na mesma faixa de temperatura e trabalhando com fermentação sólida, Abdullah e 

Qaiser et al (2018) conseguiram extrair lipase de uma amostra de Penicillium sp. Ao testarem outras 

faixas de temperatura, verificaram que 10ºC abaixo e acima de 30ºC, a produção das enzimas diminuiu, 

pois mesmo aumentando o metabolismo e crescimento microbiano, a formação de enzimas foi 

reduzida. Já a amostra  de Penicillium camemberti produziu também protease. Neste estudo conduzido 

por Boratynski e Szczepannska et al (2018), o fungo produziu a lipase em 48 horas, mais rápido que 

em nosso estudo, e a protease em 120 horas. Acredita-se que os lipídeos foram consumidos primeiro 

para que depois as proteínas, como fontes tardias de energia, fossem metabolizadas. 

Alguns estudos pesquisaram também a termoestabilidade da enzima microbiana. A lipase 

produzida por Penicillium sp. foi capaz de permanecer termoestável até 40ºC por meia hora 

(FERREIRA, RIBEIRO, SANTANA et al, 2017) enquanto que a hidrolase produzida por Penicillium 

roqueforti manteve sua máxima atividade enzimática por 50 minutos a 50ºC (SILVA, SOUZA, REIS 

et al, 2019), respectivamente numa faixa de pH 7,0 e 6,8. De acordo com Turati e Almeida et al (2019), 

a estabilidade de enzimas extremófilas em temperatura e pH fora da faixa tida como ideal para atividade 

enzimática em geral é importante para a diversa produção industrial. 

 

5 CONCLUSÃO 

Os resultados evidenciam um elevado potencial biotecnológico na produção de esterase e lipase 

pelo gênero Penicillium sp., destacando-se a amostra denominada de Penicillium sp. (SIS 23) que 

apresentou bom índice enzimático, assim colocando-o como um potencial produtor das enzimas 

estudadas. 
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