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1 - Introdução
O biodiesel é um biocombustível biodegradável, 

atóxico, livre de enxofre e aromáticos, com um ponto de 
ebulição superior ao do diesel, e que pode ser obtido tanto 
por reações de transesterificação quanto a partir de reações 
de esterificação de ácidos graxos catalisada por ácidos.

As lipases são enzimas que atuam na quebra de 
lipídeos e óleos, liberando ácidos graxos,
monoacilgliceróis, digliceróis e glicerol. Do ponto de vista 
industrial, as lipases fúngicas são muito valorizadas, pois as 
enzimas produzidas por fungos são geralmente 
extracelulares, o que facilita sua retirada do meio
fermentado por filtração. 

A fermentação no estado sólido (FES) tem sido 
utilizada para o crescimento de fungos filamentosos e para 
obtenção das enzimas extracelulares, produzidas pelos 
mesmos. Em geral, na FES são utilizados substratos sólidos, 
muitos sendo resíduos agroindustriais, e a umidade 
geralmente não ultrapassa 70%.

O Oleato de etila é produzido pela reação de 
esterificação do ácido oléico e etanol, produzindo o oleato 
de etila (éster etílico de ácido graxo) e água. Além destas 
aplicações, os ésteres etílicos são compostos de grande 
importância industrial, também na composição de 
biocombustíveis, como é o caso do biodiesel. O oleato de 
etila, estudado neste trabalho, pode ser utilizado como 
aditivo biológico, plastificante do policloreto de vinila 
(PVC), agente resistente à água e como fluído hidráulico. O
objetivo deste trabalho foi realizar os estudos sobre a 
síntese do oleato de etila catalisada por lipases fúngicas em 
fermentação em estado sólido pelo fungo Penicillium 
sumatrense, isolado das folhas da mamona (Ricinus 
communis L.). 

2 - Material e Métodos
O fungo endofítico Penicillium sumatrense

isolado das folhas de mamona (Ricinus communis L.,
Euphorbiaceae) foi utilizado neste trabalho. As cepas 
foram inoculadas em meio ágar batata (BDA) contendo o 
antibiótico cloridrato de tetraciclina (250 mg/L) e 
incubadas por 10 dias a 28°C, fazendo-se repiques 
semestrais e após o crescimento foram mantidas sob 
refrigeração (4°C). As lipases fúngicas de Penicillium 
sumatrense utilizadas nas reações de esterificação foram 
produzidas por Fermentação no Estado Sólido (FES), 
conforme metodologia descrita por Fernandes (2007),
sendo utilizado como substrato a torta de crambe (crambe 

abyssinica hochst), fornecida pela indústria Fundação MS- 
Mato Grosso do Sul, pois possui alto teor lipídico. 

Após o preparo, os substratos foram esterilizados 
em autoclave e inoculados com uma solução de esporos do 
fungo endofítico. Posteriormente, os sólidos foram 
incubados em estufa a 27°C durante 96 h. Para a dosagem 
da atividade enzimática, preparou-se uma emulsão,
contendo solução tampão fosfato 50 mM pH 7,0, goma
arábica 10% e pelo substrato óleo de oliva (1,0 mM ou 
7,15 % m/v). O pH da emulsão foi medido e corrigido para 
7,0 (com NaOH 50 mM).

O ensaio foi realizado em triplicata em 
erlenmeyers de 125 mL, adicionando- se 20 mL da 
emulsão e 1,0 g do sólido fermentado, contendo a enzima.
As amostras foram incubadas em Shaker, sob agitação, por 
20 min., a 37 °C. A reação foi paralisada adicionando-se
20 mL de solução de etanol/acetona (1:1 v/v).  Os
ácidos graxos liberados foram titulados em solução de 
NaOH (50mM) até pH próximo de 10. Foi preparado um
branco reacional adicionando-se a solução de paralisação 
junto ao meio reacional no tempo zero. 

Para a síntese de oleato de etila, adicionou-se em 
Erlenmeyers de 125 mL, 10 mL do meio reacional, 
composto por ácido oléico e etanol numa razão de 1:9 (50
mM de ácido oléico e 450 mM de etanol). Em cada 
Erlenmeyer adicionou-se o sólido fermentado, 
correspondente a 60 U de atividade enzimática (enzima 
imobilizada no sólido fermentado). Os materiais foram 
incubados em shaker à 30º C sob 180 rpm de agitação por 
96 h.  

Para determinar a conversão de ácido graxo em 
éster, adicionou-se 0,2 mL do meio de reação em frascos já 
contendo 2,4 mL de tolueno e 0,5 mL de acetato cobre em 
piridina (5%). As reações foram agitadas em Vórtex 
durante 30 seg. e a fase orgânica lida em espectrofotômetro 
a 715 nm. As amostras do meio reacional foram coletadas 
no tempo 0 h e a cada 24 h. Os experimentos foram 
realizados em triplicatas. 

3 - Resultados e Discussão
 A partir das análises realizadas, observou-se que 

ocorreu a conversão dos ácidos graxos em ésteres (oleato de 
etila). A porcentagem da conversão foi crescente até 72 h de 
reação, onde se observou um pico máximo de 83,08% de 
conversão, e em seguida, a conversão tornou-se estacionária 
e decrescente, como pode ser observado na Figura 1. Este 
resultado demonstrou que estes biocatalisadores são 
capazes de realizar a reação de síntese de um dos ésteres do 
biodiesel.
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Figura 1 - Gráfico das porcentagens de conversão do ácido 
graxo em 24, 48, 72 e 96 h de reação de esterificação do
ácido oleico e etanol, para a formação do oleato de etila, 
catalisada pela lipase fúngica de Penicillium sumatrense.

O fungo utilizado neste trabalho, já demonstrou em 
trabalhos anteriores de Bettencourt & Rodrigues que é 
capaz de produzir lipase extracelular com a atividade de 
9,65 U/gSS ou 96,5 U, após 72 h de FES, utilizando-se o
substrato de girassol. 

Os autores Oliveira et al. observaram melhores 
resultados na FES comparada com a Fermentação Submersa 
(FSm), utilizando o meio contendo farelo de trigo, para o 
crescimento de fungo Penicillium sp. e produção de 
amilases.  

O tempo da conversão máxima obtida neste 
trabalho (72 h), assemelha-se ao que Oliveira et al.,
observaram na formação do éster acetato de isoamila, 
utilizando a lipase também produzida no processo de FES 
pelo Penicillium sp., com os substratos de semente de 
gergelim e resíduos de erva-mate. 

Em uma pesquisa realizada por Oliveira et al. 
(2011), foram testadas quatro formas diferentes de enzimas 
imobilizadas na síntese de oleato de etila e também da 
enzima livre, e o melhor resultado foi de 86% de conversão 
com a enzima imobilizada sobre a sílica, resultado similar 
ao encontrado no suporte utilizado neste trabalho.

No setor industrial, as reações de esterificação e 
transesterificação são de suma importância, pois são 
gerados diversos produtos industriais de interesse. Ainda 
são utilizados muitos catalizadores químicos nessas reações, 
o que leva a traços indesejáveis como a presença de 
resíduos de ácido ou base no produto, e, além disso, o 
processo químico necessita do emprego de temperaturas 
relativamente altas o que não só aumenta o custo de 
produção como também pode levar à degradação do éster 
produzido. 

Os principais constituintes do biodiesel são os 
ésteres de ácidos graxos de cadeia longa, como os oleatos, 
palmitatos e linolenatos. O oleato de etila foi produzido 
neste trabalho. Na reação de esterificação entre o ácido 
oléico e o metanol obtém-se como produtos o éster e água. 

4 Conclusões
 O processo da FES é viável para a produção da 

lipase a partir do fungo Penicillium sumatrense, conforme 
demostrado pelos resultados obtidos. Estes biocatalisadores 
são capazes de realizar a síntese de ésteres de biodiesel, 
como o oleato de etila, para um posterior emprego na 
síntese de biodiesel. 
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