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As enzimas são biocatlisadores que apresentam vantagens como alta especificidade e 
biodegradabilidade, atuam em ampla faixa de temperatura e pH, seletividade e eficiência. 
Dentre as enzimas utilizadas industrialmente, as lipases (EC 3.1.1.3; triacilglicerol 
acilhidrolases) se destacam por atuarem em diversas reações como hidrólise, aminólises, 
interesterificação, transesterificação, entre outras. Resíduos agroindustriais são ricos em 
nutrientes e servem para o cultivo de micro-organismos e produção de lipases. Este 
trabalho objetivou produzir lipases pelo fungo Botryosphaeria ribis EC-01 por fermentação 
submersa utilizando resíduos agroindustriais. Os resíduos agroindustriais torta de soja (1, 2, 
4 e 10 %, m/v), bagaço de malte, levedura e melaço (10, 12 e 14 %, m/v), foram utilizados 
como substratos para produção de lipases em meio contendo somente água destilada.  
Altos valores de atividade enzimática foram encontrados utilizando o substrato torta de 
soja, sendo que a máxima atividade (28,9 ± 2,05 U/mL) foi obtida com a concentração de 4 
% (m/v) e 168 h. A utilização destes resíduos não só contribui para a sustentabilidade, mas 
também reduz os custos de produção destas enzimas, o que favorece a sua aplicação. 

 PALAVRAS-CHAVE: Botryosphaeria ribis EC-01. Torta de soja. Bagaço de malte. 

ABSTRACT 

Enzymes are biocatalysts that have advantages such as high specificity and biodegradability, 
act in a wide range of temperature and pH, selectivity and efficiency. Among the enzymes 
used industrially, lipases (EC 3.1.1.3; triacylglycerol acylhydrolases) have stood out for 
acting in several diverse reactions such as hydrolysis, aminolysis, interesterification, 
transesterification, among others. Agro-industrial residues are rich in nutrients and be used 
for the cultivation of microorganisms and   lipases production. This work aimed to produce 
lipases by the fungus Botryosphaeria ribis EC-01 by submerged fermentation using agro-
industrial residues. Agro-industrial residues soybean cake (1, 2, 4 and 10%, m/v), malt 
bagasse, yeast and molasses (10, 12 and 14%, m/v), were used as substrates for lipase 
production in medium containing only distilled water. High values of enzymatic activity were 
found using soybean cake substrate, and maximum activity (28.9 ± 2.05 U/mL) was obtained 
with 4% (m/v) concentration and 168 h. The use of these residues not only contributes to 
sustainability, but also reduces the production costs of these enzymes, which favors their 
application. 

KEYWORDS: Botryosphaeria ribis EC-01. Soybean cake. Malt bagasse. 
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INTRODUÇÃO 

A utilização de enzimas como catalisadores biológicos apresentam muitas 
vantagens, quando comparadas aos catalisadores químicos. Dentre elas, pode-se 
citar: alta especificidade, atuação em ampla faixa de temperatura e pH, alta 
biodegrabilidade, elevada velocidade de reação, seletividade e eficiência 
(SHARMA; CHISTI; BANERJEE, 2001).  

Dentre as enzimas utilizadas como biocatalisadores, as lipases (EC 3.1.1.3; 
triacilglicerol acilhidrolases) têm se destacado, pois podem catalisar reações 
diversas, como hidrólise, interesterificação, transesterificação, aminólises, entre 
outras. Estas enzimas são produzidas por plantas, animais e micro-organismos e 
muito utilizadas industrialmente, sendo sua principal aplicação na produção e 
detergentes, mas também são aplicadas em indústrias alimentícias, de fármacos, 
papel, couro, entre outras (SHARMA; CHISTI; BANERJEE, 2001; JAEGER; EGGERT, 
2004).  

Resíduos agroindustriais são ricos em nutrientes e podem servir para o cultivo 
de micro-organismos e produção de enzimas (BARBOSA et al., 2011; ANDRADE et 
al., 2013; ANDRADE et al., 2014). A utilização destes resíduos contribui para a 
sustentabilidade da produção de lipases, reduzindo os custos, o que favorece a sua 
aplicação 

O fungo utilizado neste trabalho pertence ao gênero Botryosphaeria que 
produz enzimas como lipases, lacases, pectinases, beta-1, 3-glucases, celulases, 
xilanases, amilases e inulinases (CUNHA et al., 2003). Botryosphaeria ribis EC-01 
produziu lipases em óleo de soja (MESSIAS et al., 2009) e foi capaz de produzir altos 
títulos de lipases sob condição de fermentação submersa quando cultivado em 
torta de soja (ANDRADE et al., 2013).  

Este projeto teve o objetivo de produzir lipases pelo fungo Botryosphaeria 
ribis EC-01 cultivado sob condição de fermentação submersa utilizando resíduos 
da agroindústria como torta de soja, proveniente de indústria de óleo, melaço de 
cana, proveniente da indústria de cana e bagaço de malte e levedura, provenientes 
da fabricação de cerveja. 

METODOLOGIA 

MATERIAIS  

Os substratos agroindustriais utilizados foram a torta de soja, doada pela 
IMCOPA (Cambé-PR, Brasil), bagaço de malte e levedura residual proveniente do 
processo de produção artesanal de cerveja, fornecido pela professora Lilian T. 
Dusman Tonin, e melaço de cana, doado pela Cooperativa Agroindustrial Vale do 
Ivaí Ltda (Jandaia do Sul – PR).  O meio BDA (Batata Dextrose Agar) foi adquirido 
de Acumedia. O palmitato de p-nitrofenila utilizado como substrato para a 
atividade hidrolítica de lipase foi adquido de Sigma Aldrich. Os demais regentes 
utilizados foram de grau analítico.  
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MICRO-ORGANISMO E CULTIVO 

 O micro-organismo utilizado foi o Botryosphaeria ribis EC-01 mantido em BDA 
inclinado a 4°C ± 2°C e repicados trimestralmente. B. ribis EC-01 foi transferido do 
meio de manutenção para placas de Petri contendo meio BDA que foram 
incubadas a 28°C por 5 dias. Após o crescimento do micro-organismo, quatro 
esferas (7 mm de diâmetro) contendo hifas homogêneas foram utilizadas para 
inocular frascos de Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio líquido 
composto por diferentes concentrações de torta de soja (1, 2, 4 e 10 %, m/v), 
bagaço de malte, levedura e melaço de cana  (10, 12 e 14 %, m/v),  em água 
destilada. Os respectivos cultivos permaneceram durante 7 dias em shaker a 180 
rpm e 28°C. Em tempos determinados, os cultivos foram interrompidos por 
centrifugação a 5000 rpm por 15 min. Os extratos livres de células (ELC) obtidos 
foram armazenados em eppendorffs a 4°C até determinação da atividade 
enzimática.  

Determinação da atividade da lipase  

A atividade de lipase foi determinada utilizando palmitato de p-nitrofenila 
(pNPP) em meio aquoso, contendo surfactante Triron X-100 (WINKLER, 1979) em 
pH 8,0, 55 ºC, 2 min e 410 nm (MESSIAS et al., 2009). A unidade de lipase foi 
definida como a liberação de 1 µmol de pNP por min, por mL da solução de enzima. 

RESULTADOS E DISCUSSÕES  

Os resultados de atividade enzimática estão expressos em U/mL (atividade 
volumétrica) em função do tempo de fermentação utilizando o Botryosphaeria 
ribis EC-01. Na Figura 1, pode-se observar os resultados obtidos na produção de 
lipase por B. ribis EC-01 utilizando torta de soja como substrato durante 168 h. Alta 
atividade enzimática foi encontrada em todas as concentrações testadas, sendo a 
máxima obtida (28,9 ± 2,05 U/mL) com a concentração de 4 % (m/v) em 168 h. 

Figura 4 – Produção de lipases por Botryosphaeria ribis EC-01 utilizando torta de soja 
como substrato  
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Fonte: Autoria própria (2020) 
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O uso de resíduos agroindustriais como a torta de soja, proveniente da 
extração do óleo de soja, pode reduzir o custo de produção de enzimas. Estes 
substratos são fontes de proteína e carboidratos que servem de nutrientes para 
cultivar micro-organismos e produzir enzimas.  Além disso, são baratos e muito 
cultivados em países como o Brasil (RAMACHANDRAN et al., 2007; BARBOSA et al., 
2011). O uso da torta de soja como substrato para produção de lipases por B. ribis 
EC-01 foi avaliado em estudos anteriores. Em meio otimizado contendo 2,4% (m/v) 
de torta de soja e 4,5% (v/v) de glicerol durante 120 h, B. ribis EC-01 foi capaz de 
produzir atividade de 76 U/mL. Em outro estudo com o B. ribis EC-01, atividade de 
19 ± 2,0 U/mL foi obtida em meio contendo 1 % (m/v) de torta de soja em 120 h. 
A suplementação com 0,01 % (m/v) de ácido glutâmico estimulou a produção de 
lipase em 60% (31 ± 3,8 U/mL) (ANDRADE et al., 2014). Neste trabalho 1 % (m/v) 
de torta de soja alcançou resultado semelhante (13,55 ± 0,01 U/mL) em 120 h. 
Tendo em vista que foi utilizado somente torta de soja sem suplementação, os 
resultados obtidos foram satisfatórios. 

A Figura 2 representa a produção de lipase por B. ribis EC-01 em meio de 
cultivo contendo bagaço de malte a 10, 12 e 14 % (m/v) no intervalo de tempo de 
24 a 168 h. Observou-se atividade lipolítica neste meio a partir de 48 h, alcançando 
11,6 ± 0,33 U/mL com o uso de bagaço de malte a 14 % (m/v) no tempo de 168 h. 

Figura 2 – Produção de lipases por Botryosphaeria ribis EC-01 utilizando malte como 
substrato. 
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Fonte: Autoria própria (2020) 

Entretanto, o meio de cultivo contendo malte a 12 % (m/v), em menor tempo 
(144 h) obteve bons resultados (9,34 ± 1,04 U/mL) de atividade lipolítica. Verifica-
se que os resultados obtidos neste trabalho foram promissores desde que somente 
o bagaço de malte foi utilizado no meio de cultivo, sem nenhuma suplementação, 
apenas água destilada. 

O bagaço de malte é o maior resíduo da indústria cervejeira, totalizando cerca 
de 85% do total de resíduos produzidos em uma cervejaria. O Brasil é o quarto 
produtor mundial de cerveja, portanto, possui grande disponibilidade desse 
subproduto, com baixo custo pela sua aquisição, e apresenta um enorme valor 
nutricional (ALIYU; BALA, 2011).  
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 Na Figura 3 é representado a atividade de lipase produzida por B. ribis EC-
01 em meio contendo 10, 12 e 14 % (m/v) de levedura. Nesse meio de cultivo 
observou-se que a partir de 72 h obteve um crescimento de atividade lipolítica. 
Entretanto os resultados da atividade não foram satisfatórios, apresentando baixa 
produção de lipase em todas as concentrações testadas.  

Figura 3 – Produção de lipases por Botryosphaeria ribis EC-01 utilizando levedura como 
substrato. 
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Fonte: Autoria própria (2020) 

De acordo com Pacheco (1996) leveduras possuem em suas células 
aminoácidos, proteínas, lipídios e minerais, sendo assim, era de se esperar boa 
produção de lipase. Uma possível causa da baixa produção desta enzima utilizando 
este substrato seria que após o processo fermentativo para a produção de cerveja 
com a levedura, as células são desativadas por calor. Esta desativação 
possivelmente contribui para este substrato não apresentar suas características 
nutricionais anteriores. 

Na Figura 4 pode-se observar os resultados de atividade obtidos utilizando o 
melaço como substrato nas concentrações de 10, 12 e 14 % (m/v) durante 168 h.  
A atividade obtida neste meio não foi satisfatória, como no meio contendo a 
levedura, comparado aos estudos anteriores. Este meio se mostrou pobre em 
nutrientes para que o B. ribis EC-01 cresça e produza lipases. 

A composição do melaço é variável e depende de vários fatores, os principais 
componentes do melaço são proteínas, ácidos carboxílicos, vitaminas, 
aminoácidos e outros (SILVA, 2008), entretanto, estes componentes que são 
importantes para a nutrição do micro-organismo foram insuficiente nas 
proporções avaliadas ou até mesmo, o uso isolado deste substrato não favoreceu 
a produção de lipase por B. ribis EC-01. 
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Figura 4 – Produção de lipases por Botryosphaeria ribis EC-01 utilizando melaço como 
substrato  
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Fonte: Próprio autor (2020) 

Novos experimentos serão considerados a fim de se obter aumento na 
atividade lipolítica utilizando combinações destes resíduos, assim como a 
otimização das condições de fermentação.  

CONCLUSÕES 

Este trabalho teve o intuito de agregar valor aos resíduos agroindustriais para 
a produção de lipases por Botryosphaeria ribis EC-01. Os resultados indicaram que 
maior atividade lipolítica foi obtida quando o meio continha 4 % (m/v) de torta de 
soja (28,9 ± 2,05 U/mL) em 168 h de cultivo. Novos experimentos serão conduzidos 
avaliando-se a produção de lipases com combinações destes substratos. 
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