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O emprego de residuos agroindustriais como matéria prima em bioprocessos representa uma alternativa
econdmica e de balanco ambiental. O objetivo deste estudo foi avaliar a producdo de amilase, CMCase,
avicelase e pectinase por trés linhagens de Aspergillus spp. (LEMI 1, LEMI 2 e LEMI 3) cultivados sob
fermentacdo em estado sélido em casca de café, ao longo de 21 dias. Os resultados indicaram que todos
os isolados fangicosforam habeis em produzir todas as enzimas avaliadas. Maior atividade de amilase foi
registrada aos 12 dias de fermentacdo (178,36 nKat.g™) para o isolado LEMI 3. Este isolado apresentou
também os melhores resultados para CMCase (63,34 nKat.g?), porém em um tempo menor de
fermentacdo (3 dias). Para avicelase e pectinase, o isolado LEMI 2 foi o que proporcionou maior
atividade destas enzimas, aos 21 dias de fermentacdo (36,67 e 103,35 nKat.g™, respectivamente).
Independente dos isolados fungicos, o tempo de fermentagdo influenciou a atividade de todas as enzimas,
sendo que para amilase e CMCase, maiores atividades foram registradas nos tempos iniciais de
fermentacdo enquanto, para avicelase e pectinase, maiores atividades enzimaticas foram verificadas nos

tempos finais de fermentagdo.
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Production of enzymes by Aspegillus spp. under solid state fermentation in coffee husk

The use of agro-industrial waste as raw material in bioprocesses is an economic alternative and natural
balance. The aim of this study was to evaluate the production of amylase, CMCase, avicelase and
pectinase by three strains of Aspergillus spp. (LEMI 1, LEMI 2 and LEMI 3) cultivated on solid state
fermentation in coffee husk, for 21 days. The results indicated that all the fungal isolates were able to
produce all enzymes. Higher amylase activity was recorded at 12 days of fermentation (178,36 nKat.g™)
for strain LEMI 3. This isolate also showed the best results for CMCase (63,34 nKat.g™), but in a shorter
fermentation time (3 days). To avicelase and pectinase, the LEMI 2 isolate showed higher activity of
these enzymes, at 21 days of fermentation (36,67 and 103,35 nKat.g™, respectively). Regardless of fungal
isolates, the fermentation time influenced the activity of all enzymes, whereas for amylase and CMCase,
highest activities were recordedat initial days of fermentation while for avicelase and pectinase, higher
enzymatic activities were found at final times of fermentation.

Keywords:Enzymatic activity, filamentous fungi, agro-industrial waste

1. INTRODUCAO

O mercado cafeeiro é um dos mais importantes no mundo e o Brasil ocupa o primeiro lugar
no ranking mundial da producdo desta cultura agricola. A partir do tratamento das cerejas de
café, sdo gerados dois importantes residuos: a polpa, no tratamento por via imida, e a casca, na
via seca [1]. Além disso, 80% do café produzido no Brasil é proveniente da via seca, e portanto,
estima-se que o pais produza, todos os anos, aproximadamente, 30 milhdes de sacas de casca,

uma quantidade muito similar da producéo nacional de gréos, segundo Soccol [1]. A casca do
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café é um subproduto fibroso mucilagenoso com considerdvel quantidade de cafeina e taninos, o
que o torna toxico quando disposto na natureza na forma in natura, resultando em problemas de
descarte. Tradicionalmente, a casca de café possui aplicacBes limitadas, sendo utilizada,
especialmente, como fertilizantes, racdo animal e biocomposto.No entanto, por apresentar altos
teores de matéria organica e boa quantidade de agucares fermentesciveis, sugere-se que a casca
de café seja uma fonte de carbono alternativa e promissora para o cultivo de micro-organismos
em diferentes bioprocessos industriais [2].

A aplicacdo de residuos agroindustriais ndo apenas representa um substrato alternativo para
0s processos fermentativos, mas também ajuda a reduzir custos de fabricagéo de produtos, com
elevado valor agregado, e a resolver problemas de poluicdo ambiental relacionados ao acumulo
ou ma disposic¢do desses residuos [3, 4]. Segundo Santos et al.[5], a producdo de enzimas, a
partir de técnicas de conversdo biol6gica com a utilizacdo de residuos agroindustriais, tem sido
cada vez mais estudada devido a sua aplicabilidade em diferentes setores industriais, nos quais
se destacam industrias de alimentos e bebidas, téxteis, papeleiras e farmacéuticas.

A fermentacdo em estado sélido (FES), que se caracteriza pelo crescimento de micro-
organismos em substratos sélidos, na auséncia ou baixo teor de &gua livre [6], tem merecido a
atencdo de industrias produtoras de enzimas. Isso se deve as vantagens relatadas para FES,
quando comparada a outras tecnologia de fermenta¢do, como a maior produtividade dos extratos
enzimaticos, menor susceptibilidade a inibicdo e maior estabilidade das enzimas a variacdes de
temperatura e Ph [7,8]. Dentre as vérias enzimas produzidas por FES, podem ser citadas a
celulase[9], amilase[10], lipase[11], protease[12]e invertase[13].

Por outro lado, limitagfes do processo de FES também sdo reconhecidas, especialmente ao
que se refere a habilidade dos micro-organismos em crescer sob condi¢des de baixa umidade
[14]. Os fungos do género Aspergillus apresentam um bom crescimento em concentragdes
elevadas de acgUcar e sal, ou seja, em substratos com baixo teor de atividade de agua e por isso,
este género microbiano tem sido indicado para cultivo sob FES. Apesar de varios grupos de
micro-organismos conhecidos apresentarem sistemas enzimaticos bem caracterizados e alguns
deles ja serem utilizados em escala industrial, pesquisas em todo 0 mundo tém demonstrado que
as atividades enzimaticas de novos isolados podem ser até superiores a das estirpes tradicionais
[15].

Sendo assim, a busca por matérias primas de baixo custo e novas fontes de enzimas
utilizadas em processos fermentativos tém merecido crescente atencdo dos setores industriais.
Esta necessidade conduz ao desenvolvimento de estudos envolvendo a triagem de micro-
organismos, que vém sendo realizados atraves da bioprospecgdo de atividades metabodlicas de

enzimas [16]. Ecossistemas naturais, especialmente de paises tropicais como o Brasil,
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representam uma fonte interminavel de micro-organismos com potencial biotecnoldgico,
abrigando uma microbiota desconhecida e de interesse industrial ideal [15].

Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo avaliar trés linhagens fungicas do
género Aspergillus, isolados do semi-arido do Estado da Bahia, quanto a producéo de amilase,
endoglucanase (CMCase), exoglicosidase (avicelase) e pectinase, ao longo de 21 dias, sob
fermentacdo em estado sélido, contendo casca de café como Unica fonte de carbono.

2. MATERIAL E METODOS

Micro-organismos

Os fungos filamentosos utilizados foram isolados de diferentes espécies vegetais oriundas do
semi-arido do Estado da Bahia e pertencem & colegdo de culturas microbianas do Laboratorio de
Enzimologia e Industrial, da Universidade Federal da Bahia, campus de Vitéria da Conquista.
Todos os isolados foram classificados como Aspergillus spp. e receberam os cédigos de LEMI
1, LEMI 2 e LEMI 3. A reativacdo destes isolados foi realizada mediante o cultivo em placas de

petri contendo meio de cultura batata-dextrose-agar (PDA HIMEDIA pH 5,02), por 48 horas.

Ensaios de fermentacdo em estado sélido contendo casca de café como substrato
para obtencédo de enzimas amilase, CMCase, avicelase e pectinase

A casca de café utilizada como substrato no processo fermentativo foi cedida como residuo
por uma agroindustria de beneficiamento, localizada na regido Sudoeste da Bahia. O residuo foi
autoclavado, a fim de eliminar a microbiota nativa do material, e néo foi realizada a trituracdo
das mesmas, sendo mantidas, portanto, as cascas inteiras.

A fermentacdo em estado solido foi estabelecida em frascos Erlenmeyers de 500mL, nos
quais foram adicionados 100g da casca de café autoclavada. A inoculacgdo dos isolados flngicos
(Aspergillus spp. LEMI 1, Aspergillus spp. LEMI 2 e Aspergillus spp. LEMI 3) foi realizada
com pequenos discos de meio de cultura contendo micélio fungico, segundo metodologia de
Senaet al. [17].

Apbs inoculagdo, as amostras contidas em cada Erlenmeyer foram suplementadas com
extrato de levedura nas concentracfes de 0,0, 6,0 ou 12,0g/L e sais nas concentracdes fixas de
6,0g/L de (NH,4),SO,, 5,0g/L de KH,PO, e 0,6g/L de MgSO,. 7H,0O [18]. A proporc¢éo final de
substrato em relacdo a meio aquoso foi de 70%. O cultivo dos fungos, nestas condicdes, foi

realizado em estufa, a 30°C, por 21 dias.
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Aliquotas de cada tratamento foram coletadas, em intervalos de 36 horas, misturadas com
40mL de &gua destilada, homogeneizadas, centrifugadas a 10.000rpm, por 5 minutos e filtradas
a vacuo, utilizando papel filtro qualitativo com gramatura de 80g/m?. Os sobrenadantes obtidos
foram utilizados como extrato bruto das enzimas para determinacéo das atividades enzimaticas
[19,20].

Atividade enzimética de amilase, CMCase, avicelase e pectinase

Os extratos brutos foram submetidos as analises de atividades enziméticas de amilase,
CMCase, exoglicosidase (Avicelase) e pectinase, utilizando 0 método do Acido Dinitrosalicilico
(DNS), conforme descrito por Siqueira et al. [21].

Para avaliar as atividades enzimaticas, utilizou-se 50uL da aliquota retirada de cada meio
fermentativo, contendo o coquetel enzimatico dos fungos, e 100uL de substrato enzimatico
correspondente a cada enzima (solucdo de 1%), reagindo por 30 minutos, a 50°C. ApGs este
periodo, foram adicionados 300uL de solugdo de acido dinitrosalicilico (DNS), previamente
preparada. A mistura foi fervida por 10 minutos e, ao fim, adicionou-se 9,0mL de &4gua destilada
seguida de homogeneizagdo. A atividade enzimatica foi obtida a partir da leitura em
espectrofotdmetro, a 540nm de absorbancia.

A unidade das atividades enzimaticas (nKat.g™) foi definida como a quantidade de enzima
capaz de liberar 1umol de produto (agUcares redutores) por segundo por grama de amostra
(polissacarideos), nas condigdes de reacdo, utilizando como curva padrdo 0 mondmeros de

glicose (amilase, CMCase, acido galacturonico e avicelase).

Analises estatisticas

Os resultados das atividades enzimaticas obtidas para cada isolado fungico foram submetidos
a analise de variancia (ANOVA). Diferencas significativas (p <0,05) entre as médias foram
determinadas pelo teste de comparag¢fes multiplas de Fisher, sendo os fungos filamentosos, dois
a dois, comparados entre si, quanto a atividade das enzimas de interesse. Para isso foi utilizado
o0 software estatistico Action (© Copyright 1997-2011 Estatcamp) desenvolvido sob plataforma
R.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os isolados fungicos foram capazes de produzir pectinase, CMCase, amilase e

avicelase, ao longo de 21 dias, sob fermentagcdo em estado sélido (FES), contendo casca de café
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como unica fonte de carbono (Tabela 1). Estes resultados indicaram que a casca de café trata-se
de uma fonte de carbono alternativa e promissora para ser empregada como substrato em
processos fermentativos, conforme relatado por Pandey et al. [22] e Macedo et al. [23]. Segundo
estes autores, a casca de café contém grande quantidade de nutrientes, cafeina, taninos e
polifendis, o que faz deste material viavel para a aplicagdo em bioprocessos e para a produgao
de uma série de produtos como enzimas.

De acordo com resultados apresentados na Tabela 1, pode-se também inferir que os isolados
fungicos foram habeis para se adaptarem as condigées de cultivo impostas no presente trabalho.
De acordo com Silva et al. [24], fungos filamentosos, diferentemente da maioria dos micro-
organismos, se mostram bastante tolerantes as condigcées ambientais impostas pelo processo de

fermentacdo em estado sélido, cujo teor de dgua no substrato é bastante limitante.

Tabela 1: Atividade das enzimas amilase, CMCase, avicelase e pectinase produzidas por isolados fungicos cultivados
sob fermentagdo em estado sélido, contendo casca de café como Unica fonte de carbono, ao longo de 21 dias

Atividade enzimatica

(nKat.g™)
Isolados Enzimas
Fungicos Tempo de Fermentacao (dias)
3 6 9 12 15 18 21
Amilase 96,69 46,68 81,68 60.01 46,68 33,34 48,34
CMCase 58,35 50,68 14,00 18,67 13,17 9,50 11,84
LEMI 1
Avicelase 13,34 20,00 26,67 21,67 33,34 36,67 33,34
Pectinase 15,0 1,67 55,01 35,01 46,68 51,68 78,35
Amilase 161,70 155,03 131,69 88,35 66,68 45,01 71,68
CMCase 60,01 56,68 26,67 15,00 20,00 11,67 30,00
LEMI 2
Avicelase 11,67 13,34 16,67 21,67 30,01 16,67 36,67
Pectinase 0,0 18,34 23,34 55,01 100,02 101,69 103,35
Amilase 136,69 138,36 143,36 178,37 108,36 68,35 91,69
CMCase 63,35 6,67 31,67 15,00 25,01 11,67 16,67
LEMI 3
Avicelase 8,34 11,67 15,00 20,00 21,67 101,69 16,67

Pectinase 0,0 56,68 33,34 50,01 58,35 68,35 91,69
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Neste sentido, o0 género Aspergillus é considerado um bom agente biolégico em processos
fermentativos para a obtencdo de enzimas [24, 25, 26]. No entanto, Fernandes [27] ressalta que
a atividade de enzimas obtidas por processos fermentativos podem variar em relagdo ao isolado
fungico e ao tempo de fermentagdo. Esta evidéncia foi constatada em nosso estudo, uma vez
que, a atividade enzimatica de todas as enzimas avaliadas variou entre os isolados fuangicos e
em relagdo ao tempo de fermentagdo (Tabela 1).

Segundo Rodriguez-Zuiiga [24], o tempo de 3 dias de fermentagdo em estado sélido para o
cultivo de fungos é interessante, tendo em vista os fins comerciais quanto a producdo de
enzimas, em comparacdo ao tempo de cultivo de outros fungos. No entanto, nossos estudos
indicaram que a atividade de amilase foi maior aos 12 dias de fermentacdo (178,37 nKat.g™)
para o isolado LEMI 3. Novamente, este isolado apresentou os melhores resultados também
para CMCase (63,34 nKat.g™"), porém em um tempo menor de fermentagio (3 dias). Para
avicelase e pectinase, o isolado LEMI 2 foi o que proporcionou maior atividade destas enzimas,
aos 21 dias de fermentacdo (36,67 nKat.g™" e 103,35 nkat.g™, respectivamente). Tais atividades
maximas podem ser consideradas satisfatérias, quando comparadas as encontradas por outros
autores: Chandra et al. [28] relataram valores maximos de CMCase de 54,01 nKat.g™ utilizando
o farelo de trigo como substrato. Também utilizando farelo de trigo como substrato para
fermentagio, Saha [29] obteve valores maximos de amilase iguais a 120,85 + 0.25 nKat.g™,
237,54 + 0.24nKat.g?, e 225,04 + 0.75 nKat.g™, respectivamente, para 24, 48, e 72 horas.
Menezeset al. [30] registraram valores méximos de 0,08U.mL™" para avicelase a partir de FES
em bagaco de cana. Rizzatto [31] obteve valores méximos de pectinase de 159,36 nKat.g™ a
partir de bagaco de laranja como substrato.

Independente dos isolados fungicos, o tempo de fermentacdo influenciou a atividade de
todas as enzimas (Figura 1). Para amilase e CMCase, maiores atividades foram registradas nos
tempos iniciais de fermentagdo (Figura 1A e B), diferentemente do observado para avicelase e
pectinase, quando maiores atividades enzimaticas foram verificadas nos tempos finais de
fermentagdo (Figuras 1C e D). Segundo Whitaker [32], valores elevados de atividade
enzimatica nas primeiras horas de fermentagdo podem ser explicados pela baixa disponibilidade
de agucares redutores da matéria-prima, necessarios para o desenvolvimento do micro-
organismo. Essa baixa disponibilidade estimula o mecanismo de expressdo das enzimas
necessarias para geracdo de agucares simples. Por outro lado, o tempo excessivo de fermentagao
pode acarretar na inibigdo do fungo, devido, especialmente, a extrapolagdo do nivel do teor de

agua ideal, o que promove inibi¢do na excrecdo enzimatica, reduzindo a atividade enzimatica
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[33]. Diferengas significativas foram observadas entre os isolados fungicos quanto as atividades

enzimaticas obtidas, independente do tempo de fermentagdo (Figura 2).
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Figura 1: Efeitos do tempo de fermentagéo, contendo casca de café como Unica fonte de carbono, sobre
as atividades das enzimas amilase (A), CMCase (B), avicelase (C) e pectinase (D), independente do
isolado fungico inoculado.

Isto significa que a sele¢do do agente biol6gico, para aplicacdo em processos fermentativos,
visando a producédo de enzimas, deve ser considerada, conforme afirmado por Fernandes [34].
Para as atividades enzimaticas de amilase e avicelasee, verificou-se diferenca significativa
(p<0,05) entre os isolados LEMI 1 e 2, LEMI 1 e 3 e LEMI 2 e 3 (Figura 2A e C). Para
atividade de pectinase, diferenca significativa (p<0,05) ocorreu entre os isolados LEMI 1 e 2
(Figura 2D). Apenas para a atividade de CMCase ndo foram verificadas diferencas
significativas entre os isolados fungicos (Figura 2B). Embora estes isolados pertencam ao

mesmo género, a eficiéncia quanto a produgdo de enzima pode variar entre espécies € mesmo,
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entre linhagens da mesma espécie, conforme verificado por Baratto et al. [35] que constataram
diferencas na atividade de enzimas hidroliticas empregando diferentes isolados do género
Aspergillus. Isto se deve a versatilidade genética e metabdlica que os micro-organismos podem
apresentar, frente as diferentes condigBes ambientais. A espécie Aspergillus niger, por exemplo,

tem a capacidade de produzir diferentes tipos de enzimas, dependendo da indugdo e/ou do

substrato.
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Figura 2: Efeitos dos isolados fingicos,comparados dois a dois, sobre as atividades das enzimas amilase
(A), CMCase (B), avicelase (C) e pectinase (D), independente do tempo de fermentacéo, contendo casca
de café como Unica fonte de carbono. Sendo 1:LEMI 1; 2: LEMI 2; 3: LEMI 3.
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4, CONCLUSAO

Levando-se em conta as caracteristicas desejaveis que um micro-organismo deve apresentar
para ser empregado em processos fermentativos para producdo de enzimas, os isolados LEMI 1,
2 e 3 foram considerados promissores agentes bioldgicos com aplicacdo industrial, uma vez que
estes fungos apresentaram satisfatoria eficiéncia na conversdo do substrato em produto, sendo
alguns deles capazes de liberar rapidamente o produto para o meio. Além disso, os isolados
fangicos exigiram condicdes de processo pouco complexas e foram héabeis, metabolicamente,
para utilizar casca de café como Unica fonte de carbono. Apesar de o presente estudo ter sido
realizado em escala de bancada, os resultados obtidos sdo entendidos como ponto de partida
para o escalonamento do processo, além de indicar para uma viabilizagdo de rota tecnoldgica
gue permite o aproveitamento de biomassa carbdnica proveniente de residuos agroindustriais,

tornando possivel a diversificagdo das fontes de matéria-prima para a produgédo de enzimas.
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