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RESUMO

O Brasil é o terceiro maior produtor e exportador de produtos agricolas do mundo, ficando
atrds somente dos Estados Unidos e da Unido Europeia. Devido a mecanizagao do campo e a
expansao da fronteira agricola, o pais tem grande capacidade para um maior crescimento.
Como resultado, tem-se uma quantidade significativa de residuos, que se ndo tratados,
impactam de forma negativa o meio ambiente, devido ao grande volume gerado e a
dificuldade de decomposicdo. A partir de processos biotecnolégicos, encontram-se
alternativas para agregar valor a esses residuos, como a produgao de enzimas, que tém alto
valor comercial. Enzimas sdo proteinas catalisadoras, onde algumas apresentam outros
componentes organicos e sao responsaveis por diversas reacdes bioquimicas dos sistemas
Vivos.

Este trabalho tem como objetivo apresentar uma revisao bibliografica sobre a utilizagcdo de
residuos da Agroindustria como substratos para a producdo de enzimas, por fermentacdo
semi-sélida a partir de fungos, tendo em vista viabilidade econdmica e diminuicdo de

acumulos na natureza.

Palavras-chave: Enzimas; Residuos; Substratos; Fermentacao.



ABSTRACT

Brazil is the third largest producer and exporter of agricultural products in the world, behind
only the United States and the European Union. Due to the mechanization of the field and
the expansion of the agricultural frontier, the country has great capacity for further growth.
As a result, there is a significant amount of waste that, if left untreated, negatively impacts
the environment due to the large volume generated and the difficulty of decomposition.
From biotechnological processes, alternatives are found to add value to these residues, such
as the production of enzymes, which have high commercial value. Enzymes are catalyst
proteins, where some have other organic components and are responsible for various
biochemical reactions of living systems.

This paper aims to present a literature review on the use of agroindustry residues as
substrates for the production of enzymes by semi-solid fermentation from fungi, in view of

economic viability and reduction of accumulations in nature.

Keywords: Enzymes; Waste; Substrates; Fermentation.
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1. INTRODUCAO

1.1. A AGROINDUSTRIA NO BRASIL

Pesquisas conduzidas pelo Cepea (Centro de Estudos Avancados em Economia
Aplicada) mostram que o numero de pessoas ocupadas no agronegdcio brasileiro somou
19,97 milhdes no primeiro trimestre de 2020. De acordo com a Figura 1.1, houve uma

pequena diminuicao de ocupados em relacdo ao ano de 2019.
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Figura 1.1 — Populagao ocupada no agronegdcio no primeiro semestre. Fonte: Cepea

Embora a agroindustria traga beneficios sociais e econbmicos para o pais, ela contribui
para o crescimento de residuos sélidos, como cascas e caro¢os, impactando negativamente
0 meio ambiente, sendo necessario encontrar alternativas de aproveitamento desses
residuos.

Os residuos agroindustriais, em geral, incluem os subprodutos gerados durante o
processamento industrial de produtos agricolas ou animais ou obtidos de atividades
agricolas. Por ndo haver uma aplicacdo direta desses residuos, pouco ou nenhum valor
econdmico é atribuido a eles, como é o caso da palha, caule, folhas, casca, semente e polpa
de legumes e cereais (arroz, trigo, milho, sorgo, batata e cevada) e muitos outros. Contudo,

acucares, fibras, proteinas e minerais sdo compostos comumente encontrados na
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composicdo desses residuos, o que faz deles fontes alternativas de carboidratos e
nitrogénio, em substituicdo as fontes sintéticas desses nutrientes empregadas em
bioprocessos (PANESAR et al., 2016).

Segundo SILVA et al. (2018) os impactos gerados por boa parte dos residuos, podem
ser reduzidos fazendo aplicacdo destes na agricultura, usando-os para cobrir e proteger o
solo por exemplo, mas a outra parte nao utilizada pode ser aproveitada em bioprocessos.

Segundo COUTO E SANROMAN (2005) uma vasta gama de subprodutos agroindustriais
é utilizada como substratos para a produ¢dao de enzimas, onde sdo observados fatores que
favorecem o emprego destes, como: disponibilidade, fonte alternativa com baixo valor
comercial, caracteristicas fisicas e quimicas que favorecem o0 crescimento de
microrganismos, dentre outros. E isso que contribui para a reducdo do custo operacional da
producdo de enzimas. Ainda nesse sentido, GOPALAN & NANPOOTHIRI (2016) afirmam que
devido a rica composicdo dos residuos agroindustriais, se escolhidos da forma correta, o
custo total da producdo de enzimas seria reduzido de forma significativa, mostrando ser
benéfico a utilizacdo destes como substrato para a fermentacao.

PANDEY (2003) afirma que a fermentagao semi-solida é simples e de baixo custo, pois
necessita de pouco espago para operar, tem baixo teor de umidade trazendo menores
indices de contaminacdo, maior concentracdo de produtos formados e facilidade de
extracdo dos seus produtos, que pode ser feita com dgua, ndo sendo necessario o uso de
solventes. Nos ultimos anos a FES tem recebido grande interesse em paises com abundancia
de biomassa e de residuos agroindustriais, celulésicos ou amildceos, levando a menor

producao de residuos indesejaveis.

1.2. OBJETIVOS

1.2.1. Objetivos gerais

O presente trabalho tem como finalidade realizar a revisdo bibliografica a cerca do
aproveitamento de residuos agroindustriais para a producdo de enzimas, tendo em vista a

reducdo de descartes na natureza e a valorizacdo destes subprodutos.

1.2.2. Objetivos especificos



1 — Descrever os residuos abordados e seus impactos para o meio ambiente.

2 — Avaliar a possibilidade de aproveitamento desses residuos como substratos.

3 — Definir os microrganismos e substratos utilizados para a producdo de enzimas.

4 — Comentar sobre trabalhos ja realizados com o intuito de aproveitamento dos

residuos da Agroindustria para a producdo de enzimas.
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2. FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1. RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

E uma das preocupacdes da humanidade e consequentemente da agroindustria, a
produg¢ao com tecnologias limpas, economia de recursos, reciclagem e ou reaproveitamento
dos residuos. Isso se deve ao crescimento da populagdo mundial, onde se faz necessario o
aumento da produgao, e com isso, um aumento de impactos ambientais e elevados niveis de
residuos.

De acordo com MATOS (2005), os residuos proporcionam sérios problemas de
poluicdo no solo e em aguas superficiais e subterraneas se nao forem adequadamente
tratados, pois eles sdo ricos em macro e micronutrientes. Os impactos devem-se a
fermentacdo do material, gerando maus odores e causando reduc¢do do oxigénio dissolvido
em aguas superficiais e também a degradacdo da matéria organica, sendo um ambiente de
proliferacdo de microrganismos, moscas, mosquitos, baratas e ratos.

Residuos da agroindustria de processamento de produtos de origem vegetal e animal
apresentam em suas composicdes diferentes constituintes, que abrem muitas
oportunidades de agregacdao de valor. Além de criar potenciais problemas ambientais, os
residuos apresentam perdas de matérias-primas e energia, exigindo investimentos
significativos em tratamentos para controlar a poluicdo (PELIZER et al., 2007). Os residuos
contém substancias ricas, que se tratados com tecnologia adequada, oferecem produtos de
alto valor agregado como as enzimas.

Segundo PANDEY (2003), os residuos ou subprodutos agroindustriais sdo
caracterizados como materiais heterogéneos, que atuam como fonte de carbono e de
energia e como suporte para crescimento microbiano por serem compostos principalmente
por celulose, hemicelulose, lignina, amido, pectina e proteinas. Pesquisas sobre a
composicdo e caracterizacdo dos residuos gerados tém sido realizadas com o objetivo de
que os residuos residuais possam ser colocados em aplicacdes de valor agregado com
possivel tecnologia (VIEIRA et al., 2009).

Virios residuos agroindustriais sdo usados como fontes alternativas de substratos para

a producao de enzimas, devido a disponibilidade local e por representar uma fonte de baixo
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valor comercial, principalmente quando o objetivo é a producdo destas enzimas em larga
escala (HERNANDEZ et al., 2002).

ARAUJO (2013) utilizou casca de coco verde, bagaco de laranja lima e sabugo de milho
como substratos. No trabalho de FERNANDES (2016) o substrato estudado advém da cana
de aclcar, que de acordo com a AGEITEC (Agéncia Embrapa de Informacdo Tecnoldgica),
possui subprodutos que podem ser utilizados na alimentagdo humana e animal, na
fertilizacdo de solos e na cogeracao de energia. A casca de coco verde também foi utilizada
por JUNIOR (2014), que isolou um fungo produtor de celulase da casca do coco verde para a
fermentacdo. PETRU et al. (2019) utilizou farelo de arroz como substrato para produgdo de
lipase.

O Brasil é o maior produtor mundial de cana de agucar, sendo que de acordo com a
Conab a area colhida estd estimada em 8,38 milhdes de hectares para a safra 2019/2020 e a
producdo de cana-de-aglcar para o mesmo periodo é de 622,3 milhdes de toneladas. A
regido Centro-Sul responde a 90% do total, enquanto os 10% restantes estdo na regido
Norte-Nordeste de acordo com dados divulgados pela Unica (Unido da Industria de Cana-de-
agucar).

Apds o processamento da cana tem-se uma grande quantidade de subprodutos
gerados, que podem ser usados na queima para gerag¢ao de energia ou também como
substratos para a producdo de enzimas. Segundo CANILHA (2012), o bagaco de cana é a
fracdo residual do colmo da cana gerado apds a moagem. Grande parte (aproximadamente
88%) do bagaco gerado na moagem da cana é normalmente utilizada nas proprias usinas
sucroalcooleiras para geracdo de energia elétricas e calor através da queima, que
normalmente suprem o processo de producdo de acucar e etanol. Considerando a palha da
cana-de-acgucar, aproximadamente 220 milhdes de toneladas deste material sdo gerados
anualmente e cerca de metade normalmente ndo é transportada para as usinas junto com o
colmo, permanecendo no campo onde promove o uso sustentavel do solo (FERREIRA-LEITAO
et al, 2010).

Segundo CANILHA et al. (2012) os subprodutos da cana-de-agicar podem ser
convertidos a etanol de segunda geracdo e também como fonte de nutrientes para
desenvolvimento de microrganismos e producdo de enzimas com aplicagdes industriais. O

enriqguecimento e o pré-tratamento dos substratos tem sido adotados em FES como
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alternativas para contribuir com um maior fornecimento de nutrientes, permitindo que os
microrganismos cresgam mais facilmente.

No Brasil, o milho é aproveitado ainda imaturo para colheita, como no caso do milho
verde, geralmente consumido cozido, assado ou em conservas, e utilizado na fabricacao de
inumeros pratos doces e salgados, como cuscuz, paes, bolos, polentas, pamonhas, curau,
creme de milho, éleo, xarope e farinha. A partir do milho, obtém-se centenas de derivados,
empregados em varias industriais, a exemplo das de bebidas (licores, refrigerantes, vinhos,
cerveja, entre outros), de fermentacdo (enzimas, acetonas e outros), quimica e mecanica
(fundicdao de metais, plasticos, entre outros) (CARDOSO et al., 2011).

De acordo com SILVEIRA (2010), os residuos do milho sdo na maioria das vezes
descartados ou subutilizados e estudos de seus potenciais biotecnolégicos sdo ainda
incipientes. Ressalta ainda que para cada 110 kg de espigas de milho, aproximadamente 18

kg sdo formados pelo sabugo.

2.2. MICRORGANISMOS

PANDEY (1992) afirma que o microrganismo para FES deve ser selecionado de maneira
adequada, por ser um elemento muito importante na fermentacdo, que devem possuir alta
eficiéncia de conversdo do substrato em produto e também para que o microrganismo nao
produza substancia incompativel com o produto desejado.

A temperatura para o crescimento dos fungos esta entre 302C e 352C, mas o 6timo
para a maioria estd entre 20°C e 302C. O pH em torno de 6,0 é considerado 6timo para a
maioria das espécies (PUTZKE, 2004).

O cultivo de espécies de Pleurotus é comumente realizado em substratos que possuam
fibras de celulose como palhas, serragens, papel, cavacos de madeira, papeldao, bagaco de
cana, dentre outros materiais de baixo ou nenhum custo (MANDEEL et al., 2005). Esses
fungos sdo naturalmente encontrados nas florestas Umidas tropicais e subtropicais de todo
mundo e podem ser cultivados artificialmente (BONATTI, 2004). Sdo cogumelos com
excelentes caracteristicas organolépticas, constituindo ainda uma boa fonte de proteina,
vitaminas e sais minerais, contendo baixo teor em glicidios e lipidios. As varias espécies
diferem entre si, essencialmente pela cor do chapéu, temperatura de frutificacdo,

necessidades nutritivas e tempo de incubag¢do (RAMOS et al., 2003).
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Segundo PALLU (2010), as espécies pertencentes ao género Penicillium tém sido
utilizadas como modelo em estudos basicos, porém muitas pesquisas aplicadas tém
demonstrado o seu enorme potencial biotecnoldgico. Algumas espécies podem ser utilizadas
no biocontrole, micoparasitismo, utilizacdo de seus metabdlitos secunddrios para diversas
industrias, sdo fontes de enzimas de interesse industrial e novos farmacos para a industria
farmacéutica.

De acordo com ROSA et al. (2002), as espécies que compde o género Aspergillus tem
ampla distribuicdo mundial, presentes na superficie, ar e dgua, organismos vegetais e
animais, e estdo associados com a deterioragdao de materiais vegetais e alimentos, em climas
tropical e sub-tropical. Muitas espécies sdo utilizadas para producdo de enzimas, biossintese

quimica e transformac¢do de compostos.

2.3. ENZIMAS

Os residuos agroindustriais, de uma forma geral, apresentam em sua composicdo
celulose, hemicelulose e lignina (TAMANINI e HAULY, 2004), justificando o fato de que a
celulase e pectinase ocupam posicdo de destaque dentre as enzimas mais produzidas em FES
a partir de residuos agroindustriais.

BERG et al. (2012) afirma que enzimas sdo proteinas que sdo catalisadores bioldgicos
macromoleculares que melhora a taxa de varios processos metabdlicos. Sua atividade é
influenciada pela presenca de inibidores ou ativadores, por fatores como temperatura, pH e
forca ibnica, que alteram a estrutura tridimensional das enzimas, prejudicando sua
funcionalidade.

Segundo VIGNESWARAN et al. (2014) as moléculas de enzima possuem uma
sintetizacdo complexa por meios quimicos, por isso deve-se utilizar organismos vivos para
atividade de fermentacdo, onde os processos sdo realizados em condicGes geralmente
amenas.

Nesse trabalho, definiremos somente as enzimas celulase, lacase, lipase, pectinase e
xilanase, pois estas foram as enzimas produzidas nos trabalhos abordados.

De acordo com MQJSQOV (2016) a pectinase é uma enzima que degrada a pectina
presente na parede celular primdria e na lamela média das plantas. Elas sdo aplicadas em

diversos ramos da industria, mas o alto custo de sua producdo é limitante para sua aplicacado
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em larga escala. Uma vantagem é imobilizar suas células microbianas em matriz sélida
inerte, para reciclar a cepa produtor e assim reduzir seu custo de producdo (EJAZ E SOHAIL,
2020).

MAYER & STAPLES (2002) afirma que a lacase vém sendo estudada para aplicagées em
biodegradagcdo de xenobiodticos e efluentes industriais, descoloragdao de corantes,
biorremediagdo de solos contaminados, produc¢do de etanol, clarificagdo de vinhos e chas, e
producdo de biossensores. A grande variedade de substratos que a lacase é capaz de
hidrolisar é uma caracteristica extremamente interessante, que direciona o seu emprego,
principalmente, na biorremediacdo de compostos recalcitrantes convertendo-os em
estruturas menores sendo, portanto, mais faceis de serem absorvidos pelo solo. (MACIEL;
CASTRO E SILVA; RIBEIRO, 2010).

Segundo CASTRO & PEREIRA JR. (2010) celulases sdao enzimas que hidrolisam materiais
celuldsicos. Estas enzimas sdo biocatalisadores altamente especificos que atuam em sinergia
para a liberacdo de acucares, onde a glicose é de maior interesse industrial, por ter o poder
de ser convertido em produtos de maior valor agregado.

Celulases tém uma grande importancia em aplicacdes industriais, como no
processamento de alimentos e sucos; na industria de papel de celulose, na biorremediacao
de poluentes industriais, industria de lavanderia e detergentes para limpeza de tecidos, e na
industria farmacéutica quando agem na extracdo de compostos produzidos pelas plantas
(SHARMA et al., 2016).

Lipases compreendem um grupo de enzimas hidroliticas que apresentam a capacidade
Unica de agir na interface déleo/agua, catalisando a hidrdlise de éleos e gorduras com a
liberacdo de acidos graxos, diacilglicerdis, monoacilglicerdis e glicerol (CARVALHO et al,,
2003). As lipases sdo encontradas em tecidos de varios animais e plantas, e podem ser
produzidas por fermentacdo usando varias espécies de microrganismos (DALLA-VECCHIA;
NASCIMENTO; SOLDI, 2004).

Segundo CHANDRAKANT e BISARIA (2000), as xilanases possuem um grande potencial
em na area da biotecnologia. Elas estdo envolvidas na bioconversao da xilana, presente em
grandes quantidades em residuos agricolas e em residuos provenientes de industrias
alimenticias, em xilose, o qual age como substrato na obtencdo de etanol, por processos

fermentativos, entre outros.
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2.4. FERMENTACAO SEMI-SOLIDA

Segundo RAHARDJO et al. (2006), a fermentacdao em estado sdélido (FES) é definida
como o crescimento de microrganismos em substratos sélidos, na auséncia de agua livre. A
FES tem recebido grande atengao nos ultimos anos, pois o sucesso no desenvolvimento de
bioprocessos em FES estd a varios aspectos gerais, incluindo a adequacao de diferentes tipos
de microrganismos, substratos e parametros de processo.

Existem vdrios tipos de microrganismos utilizados no processo FES, incluindo fungos,
leveduras e bactérias. Entretanto, fungos do género Aspergillus, Penicillium e Rhizopus, e
leveduras do género Candida, Saccharomyces e Aureobasidium sdo os mais comumente
relatados pelo motivo de que a FES pode fornecer um habitat natural similar, que tem baixa
atividade da agua nos meios de fermentacdo (YAZID et al., 2017).

SANTOS et al. (2006) afirma que os processos de FES englobam as mesma operacdes
unitdrias, sendo necessario selecionar de forma cuidados as matérias-primas a serem
utilizadas, os tratamentos prévios para os substratos, preparo de indculos especificos,
fermentacdo e controle da mesma, separacao e purificagdo de produtos que se deseja obter.

Os principais microrganismos cultivados em meio sélido sdo os fungos filamentosos,
pois os meios sélidos se assemelham aos meios naturais (solos) de desenvolvimento desses
fungos e suas formas de desenvolvimento vegetativo sdo constituidas por hifas aéreas
ramificadas (SANTOS et al., 2006).

De acordo com ARAUJO (2013), a fermentacdo semi-sélida é uma alternativa de
aproveitamento de residuos agroindustriais, tornando-os produtos de alto valor agregado
como enzimas e acidos organicos. Dessa forma, por meio da FES, é possivel a obtencao de
produtos de interesse, com destaque na producdo de enzimas como as amilases, proteases,

xilanases, celulases e pectinases (MONTEIRO; SILVA, 2009).

2.4.1. Fatores que influenciam a FES

A selecdo de substratos adequados para este tipo de fermentacdo também
desempenha um papel fundamental para uma producao eficiente e econémica do produto
final desejado. Ao selecionar substratos é importante garantir a disponibilidade e custo dos

substratos, que possam fornecer nutrientes adequados e suporte fisico para o
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desenvolvimento dos microrganismos. Residuos organicos de processamento agricola,
industrial, e os residuos alimentares domésticos sdao os substratos mais adequados para
serem usados devido a sua abundancia com baixo ou nenhum custo e sua composicao
quimica. Além disso, usando esses residuos organicos como substratos, os problemas de
poluicdo ambiental podem ser minimizados. No entanto, em alguns casos, a adi¢ao de
suplementos deve ser empregada aos residuos, com a finalidade de facilitar o
desenvolvimento do microrganismo. Em outros casos, pré-tratamento quimico ou mecanico,
especialmente para materiais lignocelulésicos, é necessario devido a inacessibilidade de
certos nutrientes pelos microrganismos (YAZID et al., 2017).

Outros aspectos importantes para melhorar a eficiéncia do FES sdo a selecdo e
otimizacdo de varidveis de processo, incluindo a umidade inicial, tamanho de particula, pH,
temperatura, composicdo de midia, esterilizacdo, atividade da dgua, densidade do inoculo,
agitacdo, aeracao e extracdo do produto (PANDEY, 2003).

Na FES, a dgua esta relacionada a dois parametros que sdo a atividade de agua (a,,) e a
umidade. A a,, € um parametro termodinamico relacionado ao potencial quimico da agua,
ou seja, a quantidade de moléculas de agua disponiveis nas vizinhangas imediatas das
particulas do substrato. Ja a umidade, diz respeito a porcentagem de dgua na massa total do
meio. Para o entendimento da FES, a umidade tem se mostrado menos elucidativa que a
atividade da agua, pois esta ultima afeta diretamente o crescimento microbiano e a sintese
de metabolitos (PINTO et al., 2005).

Dessa forma, atividade de agua a,, € um dos fatores que determina o microrganismo a
ser utilizado na fermentagao semi-solida. Os valores de a,, na ordem de 0,95 — 0,98 podem
ser considerados tipicos para os meios das fermentagGes semi-sdlida. Este nivel de a,, é
ideal para o crescimento de fungos, especialmente os filamentosos (MITCHELL; KRIEGER;
STUART, 2000).

O substrato com a umidade adequada devera apresentar condi¢cdes para que haja
transferéncia de nutrientes e de oxigénio. No entanto, as particulas devem apresentar
aberturas que facilitam a passagem de gases e do calor. Portanto um alto teor de umidade
acabaria prejudicando a porosidade do meio, e a assim diminuiria as trocas dos gases e
aumentaria a temperatura interna do meio. Entretanto, se a umidade for muito baixa ira

prejudicar o crescimento do microrganismo, portanto ira influenciar no produto final em
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interesse. A umidade na fermentacdo solida pode variar de 18 a 85%, variando em funcdo da
capacidade de absorgdo do meio de cultivo utilizado (DEL BIANCHI et al., 2001).

O tamanho da particula é requisito muito importante, pois estd diretamente associado
as trocas gasosas, ao crescimento do microrganismo e a disponibilidade de recursos para o
consumo do microrganismo. Portanto, é importante a escolha do tamanho das particulas,
porque particulas pequenas oferecem uma maior area de contato, o que é importante para
o crescimento do microrganismo, porém particulas muito pequenas acabam se
aglomerando, dificultando assim a respiragdo e aeragdao do meio fermentativo, ocasionando
um baixo crescimento do microrganismo. No entanto, particulas maiores favorecem uma
melhor respiracdo e aeracdo, porém limita o crescimento do microrganismo. Assim é
importante determinar o tamanho adequado de particula para satisfazer a condicdo
respiracdo/aeracdo e o crescimento microbiano (HASAN, 2002).

O controle do pH durante a FES é muito dificil de ser realizado devida a
heterogeneidade e consisténcia do material. Uma maneira de controlar a variacdo do pH é a
utilizacdo de substratos com boa capacidade tamponante ou adi¢cdo de solugdes-tampao
durante a etapa de umidificacdo do substrato (SCHMIDELL et al., 2001).

Segundo PALMA (2003), para determinar de forma exata o pH em substratos sdlidos, a
medida deve ser feita no inicio e no fim do processo fermentativo. BRAND (2000) afirma que
as variacoes de pH se devem as atividades metabdlicas dos microrganismos, que produzem
acidos durante o processo, diminuindo o pH, e que também consomem esses mesmos
acidos e formam compostos como uréia, que elevam o pH.

A FES é caracterizada por ser um processo exotérmico, pois grandes quantidades de
calor sdo liberadas, dessa forma, a temperatura é diretamente proporcional a atividade
metabdlica do microrganismo. Para os fungos filamentosos, a temperatura influencia
diretamente na germinacdo dos esporos, crescimento e formacdo de produtos. A
temperatura é um fator critico, devido ao acimulo de calor metabdlico gerado, nesse
contexto, o calor gerado deve ser dissipado. Ja que altas temperaturas ndo sao favoraveis
para o crescimento dos microrganismos e para a formacdo do produto (PINTO et al., 2006).

A maioria dos microrganismos utilizados no processo semi-sélido sdo mesofilos, com
uma temperatura 6tima de crescimento em torno de 30°C. Nesse contexto, elevadas

temperaturas do meio levam a uma reducdo no crescimento microbiano, ou até a
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interrupcdo na producdo de substancias de interesse. A secagem do meio sélido é outro
problema ocasionado por aumentos na temperatura, com diminui¢do dos niveis de umidade
do meio. Isso pode conduzir a diminuigao nos valores de a,,, tornando-os inibitérios ao
crescimento celular. Dessa forma, o controle da temperatura durante o processo
fermentativo precisa ser rigoroso. Para tanto, a escolha de biorreatores e condigdes
operacionais adequados é fundamental para a boa conduc¢do do processo (RODRIGUES,

2005).

2.4.2. Vantagens e limitagdes da FES

Nos ultimos anos, houve uma crescente tendéncia em se utilizar o processo de
fermentacdo em estado sdélido para obtencdo de enzimas, considerando a maior producgao,
menor repressao catabdlica e, ainda, esse processo geralmente permite a obtencdo de
proteinas com maior termoestabilidade e tolerancia ao pH (AGUILAR et al. 2004).

Este processo apresenta algumas vantagens em relacdo a fermentacdo submersa
(FSM), tais como: maior concentragdo dos produtos formados; menor espago necessdrio
para equipamentos; condi¢cdes de crescimento de fungos filamentosos mais similares as de
seu habitat natural; reducdo de riscos de contaminacdo bacteriana, pela menor atividade de
agua do substrato (RODRIGUEZ COUTO & SANROMAN, 2006).

A FES também requer, como qualquer processo biotecnolégico, controles sobre o
crescimento microbiano e condi¢des de cultivo. Algumas condi¢des biolégicas, fisico-
guimicas e ambientais podem afetar diretamente o processo de FES e isso também vai
depender do tipo de substrato e microrganismo utilizados. Tempo de fermentacao,
temperatura, pH, umidade, atividade de agua, substratos e fatores nutricionais sdo algumas
das condig¢Oes envolvidas nesse processo e determinantes para alcangar uma boa produgao
de enzimas (KRISHNA, 2005).

Por outro lado, algumas limitacGes sdo apresentadas, como a heterogeneidade do
meio da FES, que dificulta o controle do crescimento celular, entre outros parametros como
pH, agitacdo, concentracdo de nutrientes e produtos. A dificil canalizacdo do calor que foi
gerado em consequéncia do metabolismo microbiano, podendo afetar a umidade do meio, e

também a restricdo da variedade de produtos que podem ser gerados devido aos micro-
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organismos que restritamente sdo selecionados pelo seu desenvolvimento apenas em baixos

niveis de umidade (PALMA, 2003).
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3. PRODUGAO DE ENZIMAS UTILIZANDO SUBSTRATOS AGROINDUSTRIAIS

Diversos artigos vém sendo publicados com o intuito de aproveitamento de residuos
agroindustriais, devido a grande quantidade disposta no meio ambiente e as propriedades
o6timas como substratos para a producdo de enzimas de alto valor comercial. Abaixo serao
apresentados trabalhos que abordam esse tema, destacando o processo de preparo do

substrato, condi¢des para crescimento do microrganismo e por fim a atividade das enzimas.

3.1. Preparacgao do substrato

No trabalho de ARAUJO (2013) os residuos de coco, bagaco de laranja e sabugo de
milho foram dilacerados e cortados em pequenos pedacos, seguido por lavagem e
sanitizacdo com hipoclorito de sdédio a 100 ppm pelo tempo de 15 min. Apds esse processo,
foi feita a secagem dos residuos a 50°C até obter peso constante, onde foram moidos em
moinho de facas do tipo Willye em peneira de 30 mesh, e dispostos em embalagens pldsticas
vedadas.

JUNIOR (2014) partiu do mesmo processo de preparo do substrato e especifica a
utilizacdo de secador do tipo bandeja a 70°C, onde foi realizada a desidratacdao da casca do
coco por cinco dias. Diferente do trabalho anteriormente citado hd a utilizacdo de peneira de
20 mesh para a classificacdao do substrato.

FERNANDES (2016) utilizou o bagaco de cana-de-aglcar como substrato que apds a
lavagem passou por um processo de secagem em estufa a 50°C por 48 horas. O bagaco foi
triturado em liquidificador comercial e selecionado através de peneiras Mesh para selecao
de granulos entre 2,0 e 10,0 mm, sendo armazenados até o inicio do processo de
fermentacao.

PUTRI et al (2019) utilizou farelo de arroz como substrato que foi suplementado com
65% de 4dgua destilada, 1,5% de glicose, 0,34% de NH2CONH2, 0,75% de (NH4)2S04, 0,3% de
KH2PO4, 0,0375% de CaCl2, 1,8% de NaH2P0O4 e 0,045% de MgS04.7H20.
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3.3. Fermentacao

FERNANDES (2016) utilizou como microrganismo o Pleurotus ostreatus, onde foi
mantido em placas de Petri com Agar Batata Dextrose (PDA) com incubacdo em estufa a
28°C durante 7 dias, seguido de armazenamento a 4°C. Em seguida foi adicionado em
erlenmeyers de 250 mL, 5 g de bagaco de cana-de-acucar e 15 mL de solucdo de sais que
continha MgS0,.7H,0, FeS0,.7H,0, MnS0,.H,0, CaCl,, CoCl, , ZnS0,.7H,0 e o pH foi
ajustado para 5,5. Para a fermentac¢do foram separados plugs circulares de mais ou menos
15 mm e depositados sobre o substrato com o micélio voltado para cima. Os erlenmeyers
foram inoculados em estufa a 28°C em regime estatico por 288 h.

No trabalho de JUNIOR (2014) foi utilizado o fungo Penicillium chrysogenum como o
microrganismo. O fungo foi inoculado em placas contendo Agar batata dextrose (PDA), que
foram encubadas a + 28°C por 7 dias. Para cada Erlenmeyer de 125 mL, foram adicionados
4,6 g de sabugo de milho seco e moido e adicionado 6 mL de solugdo de nutrientes. Essa
solugdo possuia fosfato de potdssio monobasico, sulfato de zinco heptahidratado e sulfato
de ferro Il heptahidratado e peptona. A FSE foi realizada em Erlenmeyer de 250 mL contendo
5 g de material composto por bagaco de coco, utilizando o Peniciullium chrysogenum com
1x10%esporos/mL. O pH foi corrigido para 3, 5 e 7. Os frascos foram inoculados e incubados
a 30°C.

ARAUJO (2013) utilizou o fungo Aspergillus niger como microrganismo e este foi
cultivado em Agar Batata Dextrose (PDA). Para a fermentacao foi adicionado em Erlenmeyer
de 250 mL, 7,5 g da farinha do residuo e 9 mL da solugdao nutriente, composta por
(NH,),S0,, MnS0O,, MgS0,.7H,0, FeS0,.7H,0, KH,PO,, MnS0,, CaCl,. Houve também
ensaio com mistura de 5 g de farinha de bagaco de laranja com 2,5 g de farinha de casca de
coco e 9 mL de solucdo nutriente. Apds a inoculacdo, os erlenmeyers ficaram em estufa
bacterioldgica a 30 °C.

PUTRI et al. (2019) também utilizaram para a fermentacdo o fungo Aspergillus niger,
gue foi mantido em meio de agar batata dextrose (3,9%) em placas de Petri a 4°C, sendo
subcultivadas todas as semanas, onde as subculturas foram feitas a temperatura ambiente e
incubadas por 4 dias a 30°C. O substrato foi esterilizado e misturado com os nutrientes e o
indutor (azeite de oliva, 6leo de gergelim e d6leo de Jatropha). O meio de fermentacao foi

colocado em biorreator de badeja com altura maxima de 3,2 cm da base. O fungo foi
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inoculado no meio de fermentacdo e incubado em condi¢des anaerdbicas e temperatura

ambiente por 5 dias.

3.4. Atividade enzimatica

FERNANDES (2016) em sua pesquisa analisou a cinética de produc¢do de lacase por
Pleurotus ostreatus em batelada, a partir de ensaios que duraram 14 dias. Foi observado que
a maior atividade enzimatica se deu entre os dias 5 e 12, exceto a atividade do dia 10.
Considerou-se a produc¢do de lacase através de diferentes composi¢cdes do meio de cultivo
utilizando o bagaco de cana como substrato para o fungo. Avaliou-se ainda a influéncia das
variaveis: sulfato de amoénio, extrato de malte, extrato de levedura e sulfato de cobre.
Observou-se que a maior atividade enzimatica ocorreu aos 7 primeiros dias de fermentacao,
decaindo ao décimo dia. A maior atividade enzimatica encontrada foi de 833,83 U L™, onde
foram adicionadas 2,5 g L1, de sulfato de aménio, 2,5 g L™, de extrato de malte, 2,5 g L™,
de extrato de levedura e 150 uM de sulfato de cobre simultaneamente no cultivo.

A presenca de glicose em altas concentragées suprime a producdo de lacase, de fato
foi constatado que as menores atividades da enzima foram encontradas onde os meios
foram suplementados com altas concentracdes de glicose (5 e 9 g L™1). Uma hipdtese para o
ocorrido é de que a presenca de glicose inibe os genes de produc¢do enzimatica, utilizados
para metabolizar outras fontes de carbono.

Resultados satisfatérios foram obtidos onde o sulfato de cobre foi adicionado.
Segundo FERNANDES (2016), este componente tem sido documentado como bom indutor
da atividade de lacase. Em seu trabalho, o sulfato de aménio foi a varidvel que exerceu
maior influéncia nos resultados de fermentacdo, sendo sempre positiva. O sulfato de cobre
apresentou resultado negativo, onde as maiores atividades obtidas foram com menores
valores de sulfato de cobre. Quanto menor a concentracdao dos extratos de malte e de
levedura, maior foi a atividade enzimatica.

JUNIOR (2014) realizou a extracdo enzimdtica apds 120 horas de fermentagdo. Foram
realizadas amostragens a cada 24 horas por um periodo de 10 dias, onde foram
determinadas atividades de celulase, xilanase, agucares redutores totais, proteinas totais e

celulose residual.
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As fermentacdes ocorreram com a temperatura de 30°C. O pH e a umidade ndo
influenciaram significamente a producdo da Avicelase, mas o pH influenciou bastante a
atividade da CMCase. Para a atividade da xilanase foi observado que a umidade e o pH
influenciaram significamente sua producdo. Para a atividade de FPase nao houve produgao
significativa. O maiores valores atingidos para atividade Avicelase foi de 20 UL™! com
umidade de 70,5% e ph 5; com umidade de 75% e pH 7 foi observado a maior atividade
enzimatica da CMCase e da xilanase com valores de 233 UL™! e 735 UL}, respectivamente.

JUNIOR (2014) ressalta que o aumento da atividade enzimatica em fungdo do tempo
de fermentacdo estd associado a alta concentracdo de acucares redutores na matéria prima,
necessarios para o desenvolvimento do microrganismo. Apds apresentar os picos maximos
de atividade enzimatica, houve reducdo das mesmas, devido ao esgotamento de nutrientes
ou acumulo de produtos inibidores da sintese enzimatica ou do crescimento celular. Os
resultados obtidos sugerem que a acdo da xilanase ao hidrolisar a fracdo celuldsica, provoca
abertura das fibras, facilitando o acesso das endoxilanases e maior conversdo da fracao
hemicelulésica a agucares como a xilose.

ARAUJO (2013) observou maior formacao de poligalacturonase e pectinase com
792 UL™1 e 1320 UL respectivamente, em 24 horas de fermenta¢do no processo com
casca de coco. As maiores atividades de poligalacturonase e pectinase para o bagaco de
laranja se deram com 51 horas de fermentacdo com atividades de 3360 UL™! e 540 UL,
respectivamente.

A producdo de avicelase para 142h de fermentacio foi de 50 UL le de
carboximetilcelulase foi de 20 UL™! para o bagaco de laranja. A baixa atividade
provavelmente ocorreu em funcdo do baixo pH. As maiores atividades de xilanase foram
dadas em 24h de fermentacdo para todos residuos analisados por ARAUJO (2013). Onde
para o coco obteve-se a maior produc¢do com 120 UL™?, seguido pela mistura dos residuos
com 80 UL 'e o de laranja com 40 UL™!. Ressalta ainda que as maiores atividades da
pectinase e poligalacturonase foram obtidas em pH igual a 5,5, e para a avicelase e
carboximetilcelulase foram obtidas em pH 7.

PUTRI et al (2019) conseguiu resultados satisfatorios para a producdo de lipase seca de

Aspergillus niger utilizando o farelo de arroz como substrato com 1% de azeite como indutor,
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produzindo 176 U/ml de enzima e uma atividade de 282 U/ml de enzima utilizando 1% de
NaCl-0,5% como extrator.

Com base nos resultados de PUTRI et al. (2019), o farelo de arroz como substrato de
fermentacao para Aspergillus niger produziu unidade de atividade de lipase alta. O farelo de
arroz tem tamanho de particula menor visualmente, o que fornece maior area de superficie
para o crescimento do microrganismo; maior teor de carboidratos que fornece fonte de
carbono para o crescimento do microrganismo; menor teor de proteina que impede a
producdo de protease que pode degradar a lipase; maior teor de lipidios que induz o
microrganismo a produzir mais lipase com maior atividade; maior teor de agua suportando
o crescimento do microrganismo, sendo que a fermentacdo em estado sélido depende
altamente do contelddo de agua do substrato e aumenta a eficiéncia de transferéncia de

oxigénio na torta de fermentagao.
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4. DISCUSSAO DOS ARTIGOS CITADOS

A FES se mostrou uma boa alternativa para a obtenc¢do de lacase pelo fungo Pleurotus
ostreatus utilizando a cana-de-aglcar como substrato, com suplementacdo combinada de
extrato de malte, extrato de levedura, sulfato de amonio e sulfato de cobre, onde teve pico
de producdo enzimatica ao sétimo dia de fermentacao.

O bagaco de coco é um excelente substrato, pois apresenta alta porcentagem de
celulose, conferindo boa resisténcia e flexibilidade ao material, e hemicelulose que revela
sua alta resisténcia a ataques quimicos e enzimaticos. Mas é visto que o crescimento de
microrganismos é limitado pelo fato da lignina total ser alta. Por isso é necessdrio um pré-
tratamento para remover parte da lignina da fibra vegetal, para que ocorra maior consumo
do substrato e indugao as sinteses enzimaticas.

Nos trabalhos que foram citados, notou-se que os residuos de laranja lima ndo tiveram
sucesso na produgao de enzimas, sendo que a casca do coco verde e o baga¢o de cana-de-
acucar foram os que apresentaram maior atividade enzimatica. O farelo de arroz como
substrato de fermentacdo para Aspergillus niger produziu alta atividade de lipase, portanto é
uma otima alternativa para reaproveitamento e transformacdo do residuo de arroz como um
substrato para a fermentagdo de enzimas.

A partir dos trabalhos apresentados, foi observado que quando utilizados indutores
adequados, a atividade da enzima pode ser satisfatdria, mas devem ser estudados para o
conjunto substrato, microrganismo e enzima de interesse, pois alguns indutores diminuem a

atividade de determinadas enzimas.
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5. CONCLUSAO

Diante do apresentado fica evidente como ha varias formas de se produzir enzimas a
partir da reutilizacdo dos residuos agroindustriais que sao muitas vezes descartados no meio
ambiente sem nenhuma agrega¢dao. Os artigos citados mostraram a possibilidade de
obtencdo de diversas enzimas, a partir de variados residuos da agroindustria, podendo ser
obtidos por Fermentagdo Semi-Sdlida utilizando de microrganismos dispostos na natureza.

Nota-se a importancia de se aproveitar dos residuos da Agroindustria, pois atualmente
€ necessario obter meios que minimizem os impactos ao meio ambiente, que estdo
elevados, em busca da preservacdao do meio ambiente. Economicamente falando, nota-se
importante também a producdo de enzimas através dos meios propostos, pois os substratos
agroindustriais aqui citados e outros que também ndo foram, sdo 6timas fontes para a
producdo desse material de alto valor comercial, pois oferecem a maioria dos compostos
necessarios para o crescimento do microrganismo que produzird a enzima.

Portanto, os residuos da Agroindustria ndo devem ser vistos como somente
subprodutos que sdo descartados, mas como fonte de aplicagdes para a produgdo de

enzimas de alto valor comercial.
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