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Com uma economia baseada na produgdo agricola, o Nordeste brasileiro apresenta grandes volumes de
residuos que, quando ndo adequadamente dispostos, geram problemas ambientais e de saude, devido a
atracdo de insetos e roedores e 0 mau cheiro oriundos do processo de degradagdo. Como alternativa para
minorar tais problemas e agregar valor aos residuos, com a formagéo de produtos de interesse comercial,
surgem 0s processos biotecnoldgicos. A aplicacdo da fermentacdo semi-sélida (FSS) é uma destas
alternativas, destacando-se por ser um processo simples e de baixo custo. Avaliou-se neste trabalho o uso
de residuos agroindustriais como substrato para a producéo de enzimas hidroliticas por fermentacao semi-
solida a partir do fungo Aspergillus niger, conduzidas em frascos Erlenmeyers de 250 mL suplementados
com meio mineral, de forma a se ter um contetdo final de umidade em torno de 60%. A cinética de
crescimento foi acompanhada através de medida das atividades enzimaéticas, acidez, pH, agUcares
redutores (AR) e acUcares redutores totais (ART). Os resultados obtidos mostraram boa eficiéncia na
producdo de poligalacturonase ao utilizar residuos de casca de coco verde, bagaco de laranja lima e a
mistura dos dois residuos como substrato, sendo a maior atividade poligalacturonasica 52,48 U/g, 22, 52
U/g e 38,68 U/g, respectivamente, com fraca atividade de pectinase em ambos. Obtiveram-se baixos
valores para as atividades de avicelase e carboximetilcelulase para todos os residuos, o que indica a
necessidade de um pré-tratamento alcalino para promover maior inducao enzimatica.
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With an economy based on agricultural production, the Brazilian Northeast has large volumes of waste,
that, when not properly disposed, cause environmental and health problems due to the attraction of insects
and rodents and the stink coming from the degradation process. As an alternative to mitigate these
problems and add value to waste, with the formation of commercial interest products, biotechnological
processes appear. The application of solid state fermentation (FSS) is one of these alternatives, especially
for being a simple and inexpensive process. It was evaluated in this paper the use of agro-industrial
wastes as substrate for hydrolytic enzymes production by solid state fermentation from the fungus
Aspergillus niger, conducted in 250 mL Erlenmeyer flasks supplemented with mineral medium in a way
to have a final moisture content around 60%. The growth kinetics were monitored by measuring
enzymatic activity, acidity, pH, reducing sugars (RS) and total reducing sugars (TRS). The results showed
good efficiency in the production of polygalacturonase using the waste green coconut, lime orange peel
and mixing of the two wastes as substrate, the highest polygalacturonase activity was 52.48 U/g, 22 52
U/g and 38.68 U/g, respectively, with weak activity in both pectinase. Lower values were also obtained
for avicelase and carboxymethylcellulase activities for all wastes, indicating the need of an alkali pre-
treatment to promote greater enzyme induction.Insert the abstract here.
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1. INTRODUCAO

A industria de alimentos produz uma série de residuos, o que tem gerado uma preocupacao
com o meio ambiente. Com isso, inUmeros estudos tém sido realizados utilizando esses
subprodutos, os quais tém mostrado o seu alto valor de reutilizacdo. O aproveitamento de
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residuos possibilita minimizar o impacto ambiental destes tipos de indUstrias na regido onde
estdo situadas e, ainda, agregar valor aos produtos do mercado [1].

O aumento na producdo e consumo da agua de coco colocou o Brasil na atual posicao de lider
mundial na produgdo de coco verde. A laranja também esté entre as frutas mais produzidas e
consumidas no mundo. Em Alagoas, a regido de Santana do Mundau é referéncia para o
Nordeste na producdo de laranja lima mas, em funcgéo da facil suscetibilidade a degradacdo, sdo
observados altos indices de desperdicio da fruta durante a comercializagdo [2]. Com isto, tais
culturas geram grandes quantidades de residuos, que acarretam em um sério problema
ambiental.

Como alternativa, vem sendo dada atencdo ao reaproveitamento destes nos diferentes
processos industriais como, por exemplo, em processos fermentativos, na producdo de enzimas.
As enzimas sdo catalisadores biologicos bastante atraentes para a aplicacdo industrial,
principalmente pela sua agdo eficiente e seletiva. As reacfes mediadas por biocatalisadores
oferecem ainda como vantagens, elevados rendimentos com excelentes niveis de pureza, e
minimizacdo da formacdo de subprodutos, ocorrendo em condicdes reacionais brandas [3].

A utilizagdo da fermentacdo semi-solida tem apresentado algumas vantagens como simular o
habitat natural do fungos filamentosos empregados, favorecendo o crescimento destes
microrganismos, proporcionar uma maior produtividade de enzimas quando comparada ao
processo de fermentacdo submersa e possibilitar a utilizacdo de residuos agroindustriais como
substrato s6lido, servindo estes como fontes de carbono e energia [4].

As enzimas, tais como poligalacturonase e pectinase, entre outras, sao aplicadas na industria
de processamento de sucos sendo usadas nas etapas de extracdo, clarificacdo, concentragdo e
também em processos fermentativos de café e cha, tratamento de residuos vegetais e extracdo de
6leos [5].

As celulases podem ser utilizadas em varios processos na industria como na industria téxtil,
no mercado de detergentes, de papel, no tratamento de residuos e na producao de bioetanol em
usinas com destilaria em anexo [6]. Sdo capazes de serem produzidas por diversas espécies de
fungos, sendo os principais géneros produtores Trichoderma, Penicillium, Aspergillus e
Fusarium [7].

Devido a grande disponibilidade de residuos de casca de coco verde e bagago de laranja lima
na regido Nordeste e a possibilidade de agregar valor a tais residuos, propde-se, neste trabalho, o
uso do po da casca de coco verde e do bagaco de laranja lima como substrato na produgdo de
enzimas pectinoliticas (pectinase e poligalacturonase) e celuloliticas (carboximetilcelulase e
avicelase) pelo fungo Aspergillus niger através de fermentacdo semi-sélida.

2. MATERIAL E METODOS

Os residuos empregados foram o bagaco de laranja lima e a casca de coco verde. O coco
verde foi obtido em quiosque da UFAL e a laranja lima foi cedida pela COOPLAL (Cooperativa
dos Produtores de Laranja Lima de Santana do Mundau, Alagoas).

Apos a selecdo dos cocos, o material foi dilacerado com facdo. O bagago de laranja lima,
constituido de albedo, foi obtido ap6s a extracdo do suco, sendo cortado em pequenos pedacos.

A casca de coco e 0 bagaco passaram por processos de lavagem e sanitizagdo em hipoclorito
de sddio a 100 ppm por 15 min para, entdo, ser realizada a secagem a 50 °C, até se obter peso
constante, sendo moidos em moinho de facas tipo Willye, em peneira de 30 mesh, e
acondicionados em embalagens plasticas herméticas.

O microrganismo utilizado nos experimentos de fermentacdo foi uma linhagem de
Aspergillus niger isolada do solo, gentilmente cedida pelo BIOSE da Universidade Federal do
Rio de Janeiro (UFRJ) e mantida em meio agar batata dextrose a 4 °C.

As fermentacdes foram conduzidas em frascos Erlenmeyer de 250 mL, cobertos com tampéo
de algoddo. O volume de solugcdo mineral [(NH4),SO, 10 g/L; MnSO, 0,005 g/L;
MgS0O,.7H,0, 1 g/L; FeSO,4.7H,0, 0,005 g/L; KH,PO4, 3 g/L; ZnS0O,, 0,005 g/L e CaCl,, 0,5
g/L] adicionado a cada frasco foi previamente definido, de forma a se ter um conteudo final de
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umidade em torno de 60%. Os frascos foram inoculados com uma suspenséo de 2,9.10” esporos
por grama de residuo, preparada em Tween-80 0,1% v/v.

Ap0s a inoculacdo, os frascos Erlenmeyer foram encaminhados a estufa bacterioldgica a 30
°C. Ao longo do tempo, retiraram-se amostras para avaliar a cinética fermentativa a partir do
extrato, de onde eram medidos o teor de agUcares, 0 pH, a acidez e a atividade enzimatica. Para
extracdo, adicionou-se 50 mL de solucéo e agitou por 30 min em shaker a 100 rpm. A amostra
foi filtrada em algoddo, centrifugada a 3000 rpm por 10 min, filtrada em papel de filtro
qualitativo e armazenada em freezer até o instante da andlise.

Para a determinacdo de acgucares redutores (AR) e redutores totais (ART) foi utilizado o
método colorimétrico do acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), descrito segundo Miller (1959) [8].
Para a determinacdo de ART foi realizado tratamento em H,SO, 1,5 M, em banho fervente por
30 min, com agitacdo ocasional para hidrolisar os polissacarideos e outros aclcares ndo
redutores.

O pH foi determinado eletronicamente, por meio de potencidmetro e eletrodo, previamente
ajustado em solucdes tampéo pH 4,0 e 7,0. A medida de acidez foi baseada na titulagdo de
neutralizacdo de acidos com solugdo padronizada de alcali (solu¢do de NaOH 0,1 N) e com o
uso de indicador fenolftaleina, segundo a metodologia Instituto Adolfo Lutz (1AL, 2005) [9].

Para a determinacdo das atividades enzimaticas foi necessaria a inativacdo de uma parte do
extrato a fim de eliminar a atuacdo de agUcares e enzimas pré-existentes como interferentes.
Para isto, uma parte da amostra foi colocada em ebuli¢cdo por 5 min e resfriada em banho de
gelo. Assim, as andlises de atividade constaram de duas amostras, uma ativa e outra inativa,
sendo a atividade determinada pela diferenca entre as mesmas.

A atividade de pectinase foi realizada conforme procedimento descrito por Gieze et al.
(2008) [10], que consistiu em adicionar 0,8 mL de extrato a 0,2 mL de tamp&o acetato de sodio
0,05 M pH 5,0 contendo 1% de pectina citrica, incubando em banho-maria a 50°C por 15 min.
A atividade de poligalacturonase (exo-poligalacturonase) foi realizada conforme procedimento
descrito por Martins et al. (2013) [11], colocando-se 0,2 mL de extrato em contato com 0,8 mL
de tampdo acetato de sodio 0,2 M pH 5,0 contendo 1% de pectina citrica, incubando em banho-
maria a 60°C por 10 min. As medidas de atividade foram realizadas por DNS, tendo como
padrdo uma curva com concentracdes conhecidas de &cido galacturdnico. Uma unidade de
atividade foi definida como sendo a quantidade de enzima que libera 1 pumol de acido
galacturdnico por minuto, nas condigdes de ensaio.

A atividade de avicelase (EC 3.2.1.91) foi realizada conforme metodologia descrita por
Oliveira et al. (2014) [12], que consistiu na adi¢do de 1mL do extrato a 1 mL de solugdo 1% de
celulose microcristalina (avicel), em tampéo acetato 0,05 M e pH 5,0, e incubado a 50°C, por 30
minutos. A atividade de carboximetilcelulase (CMCase, EC 3.2.1.4 ) consistiu na adi¢do de 1
mL do extrato em 1 mL de solugdo de carboximetilcelulose 1% em tampéo acetato 0,05 M, pH
5,0 e incubado a 50°C, por 30 minutos. Periodicamente, o sistema substrato-enzima foi agitado
com a finalidade de manter o substrato em suspensdo. A determinacéo da atividade da amostra
foi realizada por DNS, tendo como padrdo uma curva com concentragdes conhecidas de glicose.
Uma unidade de atividade foi definida como sendo a quantidade de enzima que libera 1 pmol de
glicose por minuto, nas condic¢des de ensaio.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As Figuras 1 e 2 ilustram as cinéticas de consumo de agUcares. Pode-se perceber um estagio
de adaptacdo do fungo ao meio de fermentacéo nas primeiras 24 horas, quando entdo se inicia 0
consumo de agUcares e producdo de acido citrico. A formagdo micelial foi observada em 48
horas, acarretando no consumo de agucares redutores presentes no meio. Isso ocorre devido ao
Aspergillus niger ndo ser capaz de hidrolisar a sacarose no inicio de seu crescimento, pois
somente ap6s a formacdo dos micélios é que juntamente com estes é formada a enzima invertase
extracelular, capaz de hidrolisar sacarose em meio acido. Assim, a maior producdo de acido
citrico se deu em 48 horas (48,50 g ac. citrico/mL de residuo) quando ja havia sido formada
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biomassa suficiente e todo o acucar necessario estava disponivel ao metabolismo e produgéo do
acido citrico.
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Figura 1. Cinética do consumo de glicose para os diferentes residuos.
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Figura 2. Cinética do consumo de ART para os diferentes residuos.

Os resultados apresentados mostraram que a casca de coco teve um consumo de agucares
redutores totais (ART) de 55,4% e consumo de 97,8% dos acucares em forma de glicose. O
bagaco de laranja teve um consumo de agUcares redutores totais (ART) de 47,8% e consumo de
40,6% dos acucares redutores. A mistura de casca de coco com o bagago de laranja teve um
consumo de agucares redutores totais (ART) de 67,0% e consumo de 46,6% de glicose.

As Figuras 3 e 4 apresentam a acidez em &cido citrico e o pH ao longo do processo
fermentativo. Como pode ser observado, os valores do pH para a casca de coco diminuem. Esta
reducdo no pH do meio de fermentag&o a partir do 2° dia ocorreu devido ao inicio do acimulo
de é&cido citrico no meio de fermentacdo, sendo os menores valores de pH (2,17 e 2,33)
alcangados nos dias de maior producdo de &cido citrico, como o 3° dia de fermentacdo, que
gerou 6,32 g de ac. citrico/g de residuo.
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Figura 3. Acompanhamento da acidez para extratos dos diferentes residuos.
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Figura 4. Valores de pH para os extratos fermentados nos diferentes residuos.

Para o bagaco de laranja, a maior producdo de &cido citrico ocorreu no 2° dia de fermentacao
(7,95 g de &c. citrico/g de residuo). A partir deste ponto, os valores de pH subiram um pouco
devido ao abaixamento na quantidade de acido presente no meio.

Para a producdo de &cido citrico, em relacdo a mistura de bagaco de laranja e casca de coco,
percebeu-se que a adicdo do suporte causa diminuicdo da quantidade produzida, possivelmente
devido ao fato da quantidade de bagaco de laranja ter sido diminuida de um ensaio para o outro,
sendo substituida pela casca de coco, que possuiu uma via de degradacdo mais lenta em fungéo
da quantidade lignoceluldsica de sua composi¢do, diminuindo, consequentemente, a formacao
do &cido. Estes resultados podem ser observados na Figura 4, onde se percebeu uma maior
producdo de acido citrico em 51,5 horas de fermentagdo para o ensaio com bagago de laranja
lima.

As Figuras 5 a 8 apresentam as cinéticas de formacgdo e degradacdo das enzimas pectinase,
poligalacturonase, avicelase e carboximetilcelulase, respectivamente.
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Figura 5. Cinética de acao da pectinase para os diferentes residuos.

Observou-se a maior formacéo de poligalacturonase no processo com apenas casca de coco
(52,48 Ulg, equivalente a 7,92 U/mL), bem como de pectinase (8,75 U/g, equivalente a 1,32
U/mL), ambas em 24 horas de fermentacdo. Contudo, nas duas determinacdes, o0 resultado de
atividade apresentou, em seguida, uma tendéncia constante de decréscimo.

Percebeu-se, também, que no bagaco de laranja a maior atividade da poligalacturonase foi
22,52 Ulg (equivalente a 3,36 U/mL) e de pectinase foi de 3,63 U/g (equivalente a 0,54 U/mL),
ambas em 24 horas de fermentagéo.

Souza et al. (2010) [13] observaram a producdo de poligalacturonase utilizando residuo de
maracuja como substrato a partir de 7 h de fermentacdo e um pico de atividade igual a 20,9 U/g
em 66 h de processo. Santos et al. (2008a) [14] alcancaram, estudando a producdo de
poligalacturonase por fermentagdo semi-solida e utilizando pedunculo de caju como substrato,
10,1 U/g para uma umidade inicial de 40% e a concentracdo da fonte de nitrogénio igual a 1%.
Botella et al. (2007) [15] observaram o efeito da umidade inicial e a suplementagdo com uma
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fonte de carbono na producdo de pectinase e xilanase por Aspergillus awamori, com polpa de
uva como substrato. A maxima producao foi de aproximadamente 40 U/mL em 48 h de cultivo.
Santos et al. (2008b) [16] destacam que a umidade inicial do meio é a variavel mais importante
para o processo de producéo de pectinases.
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Figura 6. Atividade de poligalacturonase para os diferentes residuos.

As maiores atividades de poligalacturonase (38,68 U/g, equivalente a 3,87 U/mL) e de
pectinase (5,42 U/g, equivalente a 0,54 U/mL) para os ensaios de bagaco de laranja + casca de
coco ocorreram em 142 horas de fermentagdo, ressaltando a importancia de se utilizar um
suporte de imobilizagdo como a casca de coco.
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Figura 7. Atividade de avicelase para os diferentes residuos.

A producdo de avicelase e de carboximetilcelulase para a casca de coco foi maior no 2° dia,
gerando 0,70 U/g (equivalente a 0,21 U/mL) e 0,41 U/g (equivalente a 0,12 U/mL),
respectivamente. Os baixos niveis de producdo de celulase nos substratos analisados podem ter
sua explicacdo no fato de os residuos ndo terem sofrido qualquer tipo de pré-tratamento para
reduzir sua recalcitrancia, uma vez que a lignina confere uma limitacdo para a assimilacdo da
fonte de carbono pelo micro-organismo agente da fermentacdo. Esta suposicdo é confirmada
pelos dados da literatura, que referenciam maior produgdo de celulases em residuos que
sofreram pré-tratamento [17].

Silva et al. (2009) [18] mostram a necessidade do pré-tratamento para promover maior
inducdo enzimatica, ao testar seis fungos na presenca de casca da acécia tratada e ndo tratada e
observou que, quando ndo ocorreu o tratamento alcalino da casca, a atividade celulésica foi
baixa.
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Figura 8. Atividade de carboximetilcelulase para os diferentes residuos.

Para o bagaco de laranja, a maior producdo foi observada em 142 horas (0,07 U/g que
equivale a 0,02 U/mL). E, para a mistura de bagago de laranja e casca de coco pode-se observar
que a maior producdo de carboximetilcelulase foi em 120 horas (0,052 U/g, que equivale a 0,02
U/mL) e a maior atividade de celulase foi em 95 horas (0,021 U/g, equivalente a 0,006 U/mL).

Os resultados de Menezes et al. (2009) [19] também ndo demonstraram grandes valores ao
utilizar bagaco de cana e fungos do género Pleurotus (P. sp BCCB068, P. tailandia e P. sajor-
caju). Tendo a maior atividade alcancada com a linhagem Pleurotus sajor-caju com 0,08 U/mL
(20° e 25° dias de incubagdo). E apresentou a maior atividade de carboximetilcelulase produzida
pela linhagem Pleurotus tailandia com 0,06 U/mL no 10° dia de incubag&o.

Reddy et al. (2003) [20] estudaram a atividade enzimatica celulolitica de fungos Pleurotus
ostreatus e Pleurotus sajor-caju, utilizando substrato de residuos lignocelulésicos de banana em
fermentacdo semi-sélida, obtendo também baixa atividade celulolitica.

4, CONCLUSAO

Os resultados mostram que a fermentacdo semi-solida constitui-se numa alternativa de
aproveitamento de residuos agroindustriais tornando-os produtos de alto valor agregado como
enzimas e &cidos organicos. A utilizagdo da farinha da casca de coco verde como substrato
mostrou maior capacidade da producdo de enzimas, em relacdo a farinha do bagaco de laranja
lima e a mistura dos dois residuos. Obtiveram-se baixas atividades para enzimas lignoliticas,
possivelmente em fungdo do baixo pH no meio e de condigfes de recalcitrancia, limitando o
desenvolvimento microbiano.
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