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RESUMO

A utilizacdo de enzimas em diversos processos industriais tem se tornado cada vez mais
frequente. Adicionadas a processos produtivos podem acelerar reacdes e gerar uma série de
novos produtos. Nos Ultimos 10 anos, ao mesmo tempo em que foi verificado aumento nas
importacBes de enzimas no Brasil, também foi verificado um crescimento, no cenério
mundial, no nimero de depoésitos de patentes de obtencdo de enzimas por fermentacdo em
estado sélido (FES). A China é detentora da maioria das patentes depositadas. Uma forma de
obtencdo de enzimas é através da FES que tem sido cada vez mais utilizada. Dentre os micro-
organismos utilizados em FES, os fungos filamentosos tém sido os mais pesquisados, mas ha
trabalhos envolvendo também bactérias, inclusive actinobactérias. O presente trabalho teve
como objetivo avaliar o potencial de producdo de enzimas de interesse alimenticio, como
lipases e pectinases, obtidas por fermentacdo em estado solido utilizando torta de licuri como
substrato e casca de licuri como material inerte. A fermentacdo ocorreu em escala de bancada
com frascos Erlenmeyers e foram usadas duas cepas de actinobactérias: CDPI-30
(Arthrobacter polychromogenes) e CDPA-32, residuos de licuri (torta e casca) e farelo de
trigo (FT). A FES foi realizada a 28°C por 12 dias. Diferentes proporcGes de FT/ torta de
licuri desengordurada (TLD): 0/70%, 10/60%, 35/35%, 60/10% e 70/0% e casca de licuri
(CL), fixada em 30%, foram utilizadas. A umidade do meio variou de 29 a 67%. Um
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) do tipo 22, incluindo 4 ensaios nas
condicdes axiais e 3 repeticdes no ponto central foi adotado. A proporcdo FT/TLD ndo afetou
a producdo das enzimas com a CDPI1-30. Com a CDPA-32 a proporcéo foi significativa para a
producdo de lipase, mas ndo para a producao de pectinase. Os meios preparados com umidade
de 67% e iguais proporces de FT e TLD (35/35%) apresentaram as maiores atividades
enzimaticas para as duas enzimas, sendo 840,46 U/g para lipase e 15,53 U/g para pectinase.
Os residuos do licuri apresentaram-se como uma opgao de substrato para a producdo de lipase
e pectinase por FES. Apesar do potencial biotecnoldgico para utilizacdo de residuos de licuri e
actinobactérias em FES para obtencéo de enzimas, ainda faltam pesquisas utilizando-os em
escala industrial. Assim, os resultados obtidos sdo promissores e sugerem futuras pesquisas de
aplicagédo das enzimas obtidas.

Palavras-chave: FES, torta de licuri, enzima, lipase, pectinase, actinobactéria.



ABSTRACT

The use of enzymes in various industrial processes has become increasingly frequent. Added
to productive processes can accelerate reactions and generate a number of new products. In
the last 10 years, at the same time that there was an increase in the imports of enzymes in
Brazil, there was also a growth, in the world scenario, in the number of patent deposits of
enzymes obtained by solid state fermentation (SSF). China holds most of the patents filed.
One way of obtaining enzymes is through SSF that has been increasingly used. Among the
microorganisms used in SSF, filamentous fungi have been the most researched, but there are
also works involving bacteria, including actinobacteria. The objective of this work was to
evaluate the potential of production of enzymes of interest to food, such as lipases and
pectinases, obtained by SSF using licuri cake as substrate and licuri shell as inert material.
The fermentation occurred on a bench scale with Erlenmeyer flasks and two strains of
actinobactérias: CDPI-30 (Arthrobacter polychromogenes) and CDPA-32, licuri residues
(cake and shell) and wheat bran (WB) were used. SSFwas performed at 28°C for 12 days.
Different proportions of WB / deoiled licuri cake (DLC): 0/70%, 10/60%, 35/35%, 60/10%
and 70/0% wereused. The solid medium moisture varied from 29 to 67%. A Rotational
Central Compound Design (RCCD) of type 22, including 4 axial condition tests and 3 center
point repetitions was adopted. The WB / DLC ratio did not affect the production of the
enzymes with CDPI1-30. With CDPA-32 the ratio was significant for lipase production but not
for pectinase production. The medium prepared with moisture 67% and equal proportions of
WB and DLC (35/35%) showed the highest enzymatic activities for the two enzymes, being
840.46 U / g for lipase and 15.53 U / g for pectinase. The residues of the licuri were shown to
be a substrate option for the production of lipase and pectinase by solid-state fermentation.
Despite the biotechnological potential for the use of licuri residues and actinobacteria in SSF
to obtain enzymes, researchesare still lacking using them on an industrial scale. Thus, the
results obtained are promising and suggest future research on the application of the enzymes
obtained.

Key words: SSF, licuri cake, enzyme, lipase, pectinase, actinobacteria.
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1 INTRODUCAO

A geracdo de residuos e subprodutos é inerente a qualquer setor produtivo. No Brasil,
que possui grande atividade agricola, extrativista e também de beneficiamento de produtos,
estima-se que as taxas de desperdicios cheguem a 20% dos grdos produzidos e 30 a 40% das
hortalicas e frutas cultivadas. Diante desses numeros, aléem de a¢des para reducdo do volume
de residuos gerados, a destinacdo final destes carece de melhorias e alternativas de
tratamentos para melhor aproveitamento (PINTO et al, 2005; MARTINS, FARIAS, 2002).

Nesse contexto, a fermentacdo em estado solido (FES) desempenha um papel de
destaque no aproveitamento de residuos sélidos, pois, em virtude do crescimento microbiano,
ocorre a sintese de diversos compostos, dos quais muitos apresentam grande interesse para
segmentos industriais, além de elevado valor agregado. Dentre eles destacam-se as enzimas
(PINTO et al, 2005).

A fermentacdo em estado sélido, ou fermentacdo semi-sélida, ou fermentacdo em
meio semi-sdlido é o nome dado ao processo de crescimento de micro-organismos em
substratos solidos na auséncia de agua livre (RAIMBAULT, 1998). A FES tem sido cada vez
mais pesquisada e aplicada também devido as suas vantagens de apresentar, frequentemente,
boa produtividade e por ser uma tecnologia de baixo custo (ROBINSON, SINGH, NIGAM,
2001; AGUILAR et al., 2008). Os fatores que mais interferem no desempenho da FES s&o: o
tipo de substrato empregado; o micro-organismo utilizado e a umidade do meio
(ABRUNHOSA VENANCIO, TEIXEIRA, 2011).

Fungos filamentosos tém sido o0s micro-organismos mais utilizados em FES, mas
verificam-se também, na literatura, relatos de pesquisas com leveduras e bactérias, inclusive
actinobactérias (SOCCOL et al, 2017). Quanto aos substratos, os de melhor potencial para
utilizacdo em FES tém sido os residuos agricolas e florestais por serem abundantes, baratos e
subutilizados, como exemplo: bagaco de cana-de-agucar, farelos de trigo, de arroz, de aveia,
de soja, polpa e cascas de café, cascas de frutas, residuos apds a extracdo de oOleos, etc.
(FARINAS, 2015). A torta do licuri (Syagrus coronata - (Martius) Beccari), residuo gerado a
partir da extracdo do Oleo de suas améndoas, devido & sua composicéo (41% de substancias
ndo azotadas, 19% de proteinas, 16% de celulose e 11% a 12% de 6leo) € um outro possivel
substrato para FES ainda pouco estudado (GOMES, 1977 citado por SANTOS, SANTOS,
2002).
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Dentre as enzimas de grande interesse e produzidas por FES, encontram-se carboidrases
(amilases, celulases, xilanases, pectinases), proteases e lipases (RODRIGUES et al, 2016). As
lipases atuam hidrolisando 6leos e gorduras e liberando acidos graxos livres, diacilglicerois,
monoacilglicer6is e glicerol. Apresentam larga possibilidade de aplicacdes tendo sido
empregadas nas indudstrias de alimentos, quimica, farmacéutica; de cosméticos; de couros; de
papel e celulose; de ragdes; de tecidos e em tratamento de efluentes (KOBLITZ, 2008). As
pectinases sdo enzimas que atuam sobre os polissacarideos constituintes da lamela média e da
parede primaria de celulas vegetais. Tém sido usadas nas industrias de sucos de frutas, de
vinhos, de tecidos, de papel, de cha, café, extracdo de 6leo, tratamento de efluentes liquidos e
outros materiais contendo pectina (KOBLITZ, 2008; SALAZAR, JAYASINGHE, 1999;
RICARD, REID, 2004).
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do presente estudo foi avaliaro potencial de producédo de enzimas de
interesse alimenticio, lipases e pectinases, obtidas por fermentacdo em estado solido
utilizando torta de licuri e farelo de trigo como substrato e casca de licuri como material

inerte.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

(1) Realizar uma prospeccédo baseada em documentos de patentes depositadas no mundo sobre

a aplicacéo de FES para producao de enzimas;

(2) Avaliar o potencial de producdo de enzimas por actinobactérias utilizando residuos de

licuri e farelo de trigo em FES;

(3) Avaliar e otimizar o substrato (residuos de licuri + farelo de trigo) como principal fonte

nutritiva para FES;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO (FES)

A FESpode ser definida como um processo fermentativo que ocorre em uma matriz
solida na auséncia ou quase auséncia de agua livre, porém com um contetido de umidade que
permite o crescimento e metabolismo de micro-organismos. O ambiente proporcionado na
FES se assemelha ao habitat natural de muitos micro-organismos (SINGHANIA, PATEL E
PANDEY, 2009).

A utilizacdo da FES data de milhares de anos atras, com processamento de pdo de
queijo e de Koji e atualmente tem sido amplamente empregada na producdo de varios
produtos como: alimentos orientais fermentados (tempeh, miso, shoyu, koji); enzimas
(pectinases, ligninases, proteases, xilanases, fitases, celulases, amilases, lipases, dentre
outras); fungos comestiveis (champignon de Paris (Agaricus bisporus) e shii-take); queijos
(Roquefort, Camembert); enriquecimento protéico de produtos e residuos agricolas; outros
produtos (acido citrico, &cido L (+) latico, etanol, giberelinas, antibidticos, toxinas, alcaldides
e aromas (SOCCOL, 1992).

Um processo de FES envolve as seguintes etapas: preparacdo do substrato, preparacdo
do indculo, cultivo, extracao e purificacdo do produto. Os aspectos mais importantes a serem
considerados sdo a escolha do substrato e do micro-organismo, a otimizacdo dos parametros
de processo, o isolamento e a purificacdo dos produtos (MANPREET et al, 2005; PANDEY,
2003).

Ap0s as escolhas do substrato e micro-organismo ideais, abordados nos subitens 3.3 e
3.4,respectivamente,adefinicdo e otimizacdo dos parametros de processo, tais como: tamanho
das particulas, umidade inicial, pH, pre-tratamento do substrato, temperatura de incubagéo,
agitacdo e aeracdo, idade e quantidade do indculo, suplementacdo de nutrientes, extracdo e

purificacéo dos produtos sdo de grande importancia para se obter sucesso em uma FES.

3.1.1 Efeito da Umidade

A umidade do substrato € um parametro fundamental, pois, exerce influéncia muito
grande na atividade microbiana. Em geral, o tipo de micro-organismo que pode crescer em

sistemas de FES é determinado pela umidade e aw. Um teor de umidade elevado diminui a
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porosidade do substrato dificultando a penetragdo de oxigénio. Por outro lado, uma umidade
baixa pode levar a uma baixa acessibilidade dos nutrientes, resultando em um crescimento
microbiano fraco (PANDEY, 2003).

Para FES os micro-organismos considerados bons em relacéo a aw € umidade sdo 0s
capazes de crescer e realizar suas atividades metabdlicas em valores ndo muito altos. Fungos
filamentosos que s&o os mais utilizados em FES e também algumas leveduras crescem em
valores de aw de 0,6 a 0,7 e umidade que pode variar entre 12% e 80% (p/p) (PRIOR, PREEZ
e REIN, 1992; LONSANE et al, 1985).

3.2 VANTAGENS E DESVANTAGENS DA FES

Apesar de muitos processos de fermentacdo ocorrerem da forma submersa (FSm),
Rodriguez-Couto e Sanréman (2006) afirmaram que nos ultimos anos muitas pesquisas tém
sido feitas com a FES e os produtos obtidos, principalmente enzimas, aromas, corantes e
outros produtos de interesse para a industria alimenticia tém apresentado caracteristicas

melhores e melhor rendimento.

As vantagens dos processos bioldgicos realizados com FES sdo: menores custos de
capital e de operacdo (principalmente devido aos custos das matérias-primas utilizadas, que
geralmente sdo residuos de producgdes agricolas, gerados em grandes quantidades e baratos);
extratos com maior qualidade e maior atividade; maior rendimento, principalmente de
enzimas; ndo necessitam de solventes organicos (que geralmente oferecem algum nivel de
toxicidade para a extracdo); requerem menos energia para a esterilizacdo (devido a menor
atividade da agua), sdo menos susceptiveis a contaminacdo bacteriana; beneficios ambientais
com o aproveitamento de residuos industriais e menor producdo de &guas residuais
(MARTINS et al, 2011; SINGHANIA et al, 2009).

As vantagens dos processos de FSm em relagio a FES sdo em relacdo a
instrumentacdo e ao controle (monitoramento de pH, oxigénio dissolvido, temperatura,
concentracdo de moléculas solGveis em agua), separacdo de biomassa apds fermentagéo,

mistura, aeracdo e ampliacdo (FARINAS, 2015).

Basha et al (2009) investigaram a produgdo de L-asparaginase produzida por
actinobactérias (Streptomyces spp) através dos dois métodos: FES (com residuos de soja) e
FSm. Os resultados mostraram uma diferenca significativa na atividade enzimatica entre os 2

métodos. A FES proporcionou a maior atividade para todas as 3 cepas isoladas. A enzima
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mostrou uma atividade especifica de 662,61 U/ mg, apos a purificacdo, pH étimo de 7,5 e
temperatura 6tima de 50°C.

Por outro lado, as principais dificuldades relacionadas a FES sdo: dissipacdo do calor
com possibilidade de elevacao excessiva de temperatura devido a baixa condutividade térmica
dos substratos sélidos; controle dos pardmetros de processo como pH e umidade; grande
interferéncia da umidade com possibilidade de compactacéo ou dificuldade de acessibilidade
aos nutrientes se mal dimensionada; necessidade de pré-processamento do substrato e pos-
processamento do substrato fermentado para remocdo do produto gerado (UMSZA GUEZ,
2009; SINGHANIA et al, 2009)..

3.3 MATERIAS-PRIMAS UTILIZADAS EM FES

A escolha do substrato solido a ser utilizado € um dos fatores mais importantes num
processo de FES. Deve-se considerar varios fatores principalmente os relacionados a custo e
disponibilidade. O substrato além de fornecer os nutrientes necessarios para o crescimento dos
micro-organismos, também serve de ancoragem para 0s mesmos. O conhecimento da
composicdo do substrato éimportante ndo sé para a sua escolha, mas também para se fazer
combinacgdes e suplementagdes de forma que sejam mais adequados para o tipo de produto
que se espera obter (RODRIGUEZ-COUTO, SANROMAN, 2006).

Além de carbono e nitrogénio, para estimular o crescimento dos micro-organismos,
induzir a sintese de enzimas ou prolongar a producdo de metabdlitos secundérios, a
suplementacdo com alguns micro e macro nutrientes como fdsforo, potassio, calcio,
magnésio, zinco, manganés, cobre, ferro pode ser requerida (FARINAS, 2015; MANPREET
et al, 2005; SOCCOL, VANDENBERGHE, 2003)

Devido asvariacGes nas composices e concentragdes de nutrientes nos
substratos,como por exemplo: carboidratos, proteinas e fibras, 0 micro-organismo, durante o
processo hidrolitico, podem ser liberaradas diferentes enzimas extracelulares como:
pectinases, celulases, hemicelulases, proteases, amilases e ligninases, entre outras numa
mesma fermentacdo (ZANELATO, 2011).

Outro fator a ser considerado na escolha do substrato é a necessidade ou ndo de um
pré-tratamento para disponibiliza-lo para crescimento microbiano, como por exemplo:

corte,moagem, quebra, desengorduramento, tratamento térmico, hidrélise quimica, etc. O
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custo e a viabilidade desses processos adicionais devem ser considerados (MANPREET et al,
2005).

O farelo de trigo tem sido amplamente utilizado nas formulacdes de substratos para
FES devido a sua composicéao (rico em nitrogénio, carbono e sais inorganicos) e a sua grande
disponibilidade. Funciona como fonte de energia facilmente disponivel para o metabolismo
microbiano e acelerando o processo fermentativo em seus estagios iniciais (EL-HAWARY,
MOSTAFA, 2001).

3.3.1 Licuri

Uma outra possivel fonte para ser usada como substrato para FES é o residuo (torta)
gerado na extracdo do 6leo do licuri. O licuri (Syagrus coronata - (Martius) Beccari) uma
palmeira da familia Arecaceae, que pode chegar até 10m de alturae € tipica de regides de
clima semi-arido, como a caatinga brasileira, sendo encontrada desde o norte de Minas Gerais
até o sul de Pernambuco, incluindo Bahia, Sergipe e Alagoas (DRUMOND, 2007)

Os frutos sdo produzidos em cachos com cerca de 1357 frutos. Possuem endosperma
liquido enquanto verdes que se torna sélido com o amadurecimento. A coloracdo da casca
varia do verde ao amarelo-claro ou alaranjado, dependendo do estdgio de maturacdo
(CREPALDI, 2001).

O licuri é uma palmeira de grande importancia para o semi-arido e totalmente
aproveitavel. As folhas sdo usadas para a producdo de vassouras, chapéus, cestas, esteiras,
forragem para animais, cobertura de construcfes, fonte de energia em fornos domésticos
(quando secas). O tronco, se transplantado, sobrevive naturalmente e tem potencial
paisagistico. A polpa e as améndoas sdo usadas para fabricacdo de cocadas e cuscuz. Delas
extrai-se um 6leo usado na culinéria e em cosmeticos. A cera, extraida das folhas, € de boa
qualidade, semelhantes a cera da carnauba e pode ser utilizada na fabricacdo de papel

carbono, graxa para sapatos, moveis e pintura de automoveis. (DRUMOND, 2007).

As améndoas do licuri possuem alto teor de lipidios (49,2%), 11,5% de proteinas e
9,7% de carboidratos totais, por isso sdo usadas para extracdo de 6leo. Os residuos gerados
apo0s a extracdo desse Oleo (torta de licuri) sdo usados, geralmente, para ragdo animal,
CREPALDI et al. (2001). Bagago de licuri com um teor de lipidios de cerca de 30% foi
utilizado em testes com rac&o animal por Melo et al (2016).

No que se refere a quantidade de licuri extraido no Brasil, pode-se perceber,

analisando a Figura 1 que, no periodo de 2005 a 2014, essas quantidades vém caindo
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sequencialmente (de 5.178 ton em 2005 para 3.744 ton em 2014).(IBGE 2015). Essa queda
pode ser em fungdo da forma com que o licuri é explorado. Segundo Drumond et al (2007), o
licuri, por ser uma palmeira totalmente aproveitavel, vem sendo bastante explorada desde a
época colonial, além de ser, normalmente, uma planta explorada por extrativismo. Esses
fatores tém levado a uma diminuicdo na quantidade de palmeiras da espécie e,
consequentemente, das extragdes de licuri.
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Figura 1 - Extracao de licuri no Brasil, em toneladas

Em 2015 houve um aumento de 8,76% em relacdo a 2014, totalizando 4.072 ton, que
movimentaram a economia num total de 4,039 milhdes de reais. Bahia e Alagoas sdo 0s
Estados onde concentram-se as extragdes comerciais de licuri. Desse total extraido em 2015 a
Bahia respondeu por 99% (IBGE, 2015).

3.4 MICRO-ORGANISMOS UTILIZADOS EM FES

A escolha do micro-organismo para fermentacdo de substratos solidos juntamente com
a escolha do substrato sdo fatores importantissimos a serem considerados ao se trabalhar com
FES. Consultando diversos trabalhos cientificos publicados percebe-se que os mais utilizados
tém sido os fungos, a exemplo: Aspergillus niger; Aspergillus sp; Aspergillus sojae; Rhizopus
sp; Rhizopus oryzae; Rhizopus microsporu, (DOS SANTOS, 2016; REINEHR, 2016;
GONCALVES, 2016). De acordo com Farinas (2015) os fungos filamentosos sdo 0os micro-
organismos mais adequados devido a facilidade de adaptagdo aos ambientes preparados para a

FES, que sdo muito parecidos com os seus habitats naturais (residuos Umidos, com baixa
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atividade de agua, acesso a oxigénio do ambiente e nutrientes do substrato) e por serem

capazes de sintetizar uma grande quantidade de enzimas e outros metabdlitos.

Leveduras que crescem em ambientes com baixa atividade de dgua também tém sido
utilizadas. Algumas bactérias como: Bacillus subtilis; Bacillus megaterium; Penicillium
restrictum; Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cenocepacia (KAUR, GUPTA, 2017,
SEKHON et al, 2004; PALMA et al, 2000; SOCCOL et al, 2017) também tém sintetizado

enzimas ao serem submetidas a FES.
3.4.1 Actinobactérias

Uma classe de micro-organismos promissora, mas que sobre a qual se encontram
poucas pesquisas aplicadas a FES, sdo as Actinobactérias, que sdo um grupo de bactérias,
muito encontradas no solo, Gram-positivas, formadora de esporos e de crescimento
filamentoso e invasivo, semelhante aos fungos filamentosos. Apresentam boa capacidade de
crescimento e colonizacdo de residuos solidos e produzem vérios tipos de enzimas de
interesse industrial e ambiental e de alta resisténcia a condigdes extremas (BISPO, 2015;
BISPO, 2010; OROZCO et al, 2008).

O género streptomyces € um dos mais importantes do grupo das actinobactérias. As
enzimas produzidas por elas sdo capazes de degradar compostos nitrogenados organicos,
carboidratos, vérios ester6ides como colesterol, uma variedade de compostos aromaticos,
acetileno e muitos outros (GOODFELLOW, WILLIAMS, MORDARSKI, 1988).

Basha et al (2009) informa que embora os antibidticos tém sido os principais
compostos bioativos obtidos de actinobactérias, a capacidade de produzir uma variedade de
enzimas e grande. Meena et al (2013) ao fazer um screening de enzimas extracelulares
produzidas por actinobactérias marinhas identificou enzimas com boa estabilidade a altas
temperaturas e condicdes alcalinas com atividades amiloliticas, proteoliticas, lipoliticas,

celuloliticas, de DNase, fosfatase alcalina, gelatinase e urease.

Em se tratando de temperatura, a grande maioria das actinobactérias apresenta valores
otimos de crescimento na faixa de temperatura de 40 a 60°C (GRIGOREVSKI-LIMA et al,
2005; JANG, CHEN, 2003). Chi et al (2013) testaram uma linhagem que teve pH e

temperatura 6timos de 7,0 e 50°C, respectivamente.

Bispo (2010) testou perfil de pH otimo para atividades de celulase produzida por
actinobacteérias e verificou que para todos os pH testados (2,0 - 10,0), as enzimas mostraram
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atividade relativa superior a 70%. Esta caracteristica pode ser importante quando se pensa em

aplicacdes industriais para as enzimas produzidas.

3.5 ENZIMAS

Enzimas sdo, em sua maioria,proteinas ou associacdes de proteinas com moléculas
organicas ou inorganicas, altamente especializadas, que tém funcdes catalisadoras,capazes de
acelerar reacGes quimicas. Elas catalisam a maioria das reagdes nos organismos Vvivos, mas
tém sido também usadas em diversos processos industriais. A excec¢do das enzimas que nédo
sdo proteinas sdo as ribozimas, grupo de moléculas de RNA com propriedades cataliticas
(NELSON et al, 2004).

As enzimas podem ser obtidas de fontes vegetais (sementes, sucos, polpas, raizes. Ex:
papaina, bromelina); animais (mucosa gastrica, pancreas, figado, sangue. EX.: renina) e
microbiana (culturas de bactérias ou fungos, ex.. proteases, pectinases e amilases). As
enzimas de origem microbiana tém sido exploradas com bastante freqliéncia devido as suas
propriedades, a diversidade de micro-organismos dos quais podem ser obtidas e devido ao
potencial ilimitado de suprimentos, além de possibilitar a criacdo de novos sistemas

enzimaticos, o que ndo é possivel obter em fontes animais e vegetais. (GONCALVES, 2007).

Os beneficios que as enzimas podem proporcionar para 0s processos industriais, como
melhoramento de aspectos sensoriais e nutricionais, aumento do rendimento em extragoes,
reducdo de custos, reducdo de possiveis impactos ambientais, obtencdo de novos produtos
vém impulsionando as pesquisas e 0 aumento nas demandas mundial e nacional ao longo dos
anos. Esse crescimento pode ver visualizado no grafico da Figura 2 que apresenta as
quantidades de enzimas, em toneladas, importadas e exportadas pelo Brasil do ano de 2006 ao
ano de 2016 (BRASIL 2017a).
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Figura 2 - Importacéo e exportacdo de enzimas no Brasil, em toneladas

O volume anual de enzimas importadas nos Gltimos 10 anos aumentou de 3.727 ton,
em 2006, para 16.283 ton, em 2016, um aumento de 337%. Enquanto isso, as exportacoes
subiram de 4.302 ton, em 2006 para 6.468 ton, em 2016, um aumento de 50% (BRASIL,
2017a). Esse cenario mostra que, ao longo desses 10 anos, a utilizacdo de enzimas vem
crescendo consideravelmente, bem como houve um aumento na producdo e comercializacdo
no Brasil.

Analisando a evolucdo nas importaces e exportacfes, observa-se que, a partir de
2008, o percentual de importacdo passou a ser maior que o de exportacdo, havendo um déficit
na balanca comercial de enzimas nesse periodo. No periodo de 2006 a 2016, o Brasil
importou 120.283 toneladas de enzimas e exportou 59.579 toneladas, que corresponde a 102%
das importacdes (BRASIL, 2017a).

Esse crescimento nos ultimos 10 anos e o déficit na balanca de enzimas também sédo
observados na economia quando se compara a evolucdo em dolares gastos com importacdo e
exportacdo nos anos de 2006 a 2016, Figura 3. Nesse periodo, o total de importacGes
correspondeu a US$ 1,171 bilhdo e o das exportacdes a US$ 496,107 milhdes correspondendo

as exportacoes a 42% das importacdes (BRASIL 2017a).
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Figura 3- Importacgao e exportacao de enzimas no Brasil, em (mil US$)

Esse cenario além de mostrar o aumento da demanda por enzimas nesse periodo
também evidencia uma grande oportunidade para o desenvolvimento e aperfeicoamento do

mercado interno de enzimas com o objetivo de suprir sua propria demanda.
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Em relacdo ao mercado mundial, segundo a Grand ViewResearch (2016) em seus
Relatérios de Pesquisa de Mercado, publicadosnos meses de Maio eJunho de 2016, a
comercializagdo de enzimas foi de US$ 8,18 bilhdes em 2015 e as industrias de alimentos e
bebidas, principalmente com as carboidrases, foram responsaveis pela maior participacao.
Informa também que € esperado um crescimento significativo até 2024, devido a crescente
aplicacdo destas na fabricacdo de detergentes, produtos farmacéuticos, alimentos e bebidas.
No processamento de alimentos e bebidas o crescimento é estimado em 10,9% de 2016 a
2024 e prevé-se um uso extensivo em germinacao em cervejarias, pré-digestdo de alimentos
para bebés, clarificacdo de suco de frutas, amaciamento de carnes, fabricagdo de queijo e
conversdo de amido em glicose. Politicas governamentais para promoc¢do da producdo de

biodiesel deverdo também alimentar a demanda nesses proximos sete anos.

As enzimas sdo Otimos catalisadores e apresentam vantagens em relacdo a
catalisadores ndo enzimaticos por ndo requererem altas temperaturas e valores extremos de
pH. Devido a sua grande especificidade, catalisam transformagdes moleculares sem
ocorréncia de reacdes paralelas indesejaveis que sdo comuns em sinteses quimicas.
Consequentemente, os processos industriais que as empregam sao, em geral, relativamente
simples, faceis de controlar, eficientes energeticamente e de investimentos de baixo custo
(COLEN, 2006).

O processo de producdo de enzimas envolve etapas de producdo (fermentagéo),
separacdo, recuperacdo e purificacdo. As enzimas produzidas numa fermentacdo podem ser
extracelulares e intracelulares. As primeiras podem ser recuperadas do meio por
centrifugacdo, filtracdo, precipitacdo fracionada, separacdo cromatografica, separacdo por
membranas, liofilizacdo ou pela combinacdo desses e de outros métodos. As intracelulares sdo
extraidas mediante rompimento da parede celular, através de precipitacdo com acetona,
alcoois, sulfato de amoénio ou ultrafiltracdo, porém isso torna a recuperacdo destas mais
dificile seu rendimento menor, porque parte da enzima pode permanecer retida na massa
celular (UMSZA GUEZ, 2009).

3.1.1 Lipases

As lipases sdo um grupo de enzimas capazes de catalisar a hidrolise das ligacdes

ésteres de triacilglicerois resultando em acidos graxos livres e glicerol. S&o produzidas por
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animais, vegetais e diferentes micro-organismos (bactérias, fungos e leveduras) (FREITAS et
al, 2016; KOBLITZ, 2008).

As lipases microbianas tém sido muito utilizadas em diferentes segmentos como: na
industria de alimentos para maturacdo acelerada de queijos, panificacdo, producdo de 6leos e
gorduras (manteiga de cacau, margarinas), surfactantes, entre outros; na industria quimica
para a formulacdo de detergentes e sintese de lubrificantes; na &rea ambiental para tratamento
de efluentes; na inddstria téxtil para remocdao residual de peles/ couros; refino de seda; na
industria de racdes para melhorar a palatabilidade; na industria de cosméticos para auxiliar na
penetracdo de produtos para “permanentes” de cabelo; na indUstria farmacéutica para sintese
de amidas precursoras de analogos da penicilina;na area da medicina para auxiliar na digestao
e em analises clinicas (KOBLITZ, 2008).

A fermentacdo submersa (FSm) tem sido preferida para a producdo de lipases
microbianas (MESSIAS et al., 2011), mas se encontram na literatura, muitos trabalhos com
obtencdo através de FES, utilizando residuos oleosos ou residuos fibrosos enriquecidos com
6leo, tanto com fungos e bactérias onde foram registradas atividades entre 15 U/ g e 932 U/ g
(Tabela 1).

Tabela 1 - Exemplos de atividades de lipases obtidas por diferentes micro-organismos e substratos em
FES

Micro-organismo Substrato Atividade de Referéncia
Lipase (U/g)
Aspergillus niger Farelo e casca de soja 25 Ulg Reinehr (2016)
Aspergillus ibericus Farelo de trigo e bagaco de 90,5 U/g Oliveira et al (2016)
azeitona
Burkholderia cenocepacia  Bagaco de cana de acucar, 72,3 U/g Liu et al (2016)

semente de girassol e
azeite de oliva

Schizophyllum commune Sementes de Leucaena 146,5U/g Singh et al (2014)
leucocephala

Thermomucor indicae Bagaco de cana de agucar 15 U/g Ferrarezi et al (2014)

seudaticae e Gleo de soja

Rhizopus oryzae Bagaco de cana de agucar  138.37 U/g Vaseghi et al (2012)
Trigo 30 U/g Vaseghi et al (2012)
Residuo da extracdo de 120 U/g Santiis-Navarro
6leo (2011)

Penicillium simplicissimum Residuo de fruto da 155U/g Godoy et al (2011)
mamoneira

Pseudomonas aeruginosa Torta de semente de 932 U/g Joshi, Mathur, Khare
pinhdo manso (2011)
desengordurado

Bacillus megaterium Farelo de trigo 18,6 U/g Sekhon et al (2004)
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Aspergillus niger Farelo de trigo com 6leo 630 U/g Mahadik (2002)

de oliva

Torta de dleo de babacu 30,3 U/g Gombert et al (1999)
Aspergillus niger Torta de Oleo de gergelin ~ 363,6 U/g Kamini (1998)
Rhizopus rhizopodiformis Bagacgo de cana de agucar 79,6 U/g Cordova et al (1998)

e torta de oliva

3.1.2 Pectinases

As pectinases sdo um grupo de enzimas produzidas por vegetais e micro-organismos
que degradam os polissacarideos constituintes da lamela média e da parede primaria de
células vegetais. Inicialmente podem ser divididas em: enzimas desmetoxilantes
(pectinaesterases) e enzimas despolimerizantes [poligalacturonases (PG), pectatoliases ou
pectinaliase]. Séo classificadas quanto ao: substrato preferencial (pectina, acido péctico ou
oligo-D-galacturonato); mecanismo de acdo (transeliminacéo ou hidrdlise) e tipo de clivagem
[aleatdrio (endo) ou terminal (exo)] (KOBLITZ, 2008; FAVELA-TORRES et al, 2006).

As pectinases podem causar importantes alteragdes na textura de frutas e hortalicas e
sdo amplamente utilizadas na industria de alimentos para: extracdo e clarificacdo de sucos de
frutas, extracdo de Oleo vegetal, processamento de bebidas alcoodlicas, entre outros
(KOBLITZ, 2008; FAVELA-TORRES et al, 2006).

Nos Ultimos anos, trabalhos na literatura tém relatado a producdo de pectinases por
muitos micro-organismos. Alguns exemplos podem ser observados na Tabela 2, com
atividades entre 5,6 U/g a 265 U/g. Jayani, Saxena e Gupta (2005) mencionam que a obtencédo
de pectinases se da principalmente por fungos mas que ja foram encontradas em bactérias do
género Bacillus subtilis. Jacob e colaboradores (2008) relataram a producgédo de pectinases por
actinobactérias (Streptomyces lydicus) isolados de estuarios e areas marinhas.

Tabela 2- Exemplos de atividades de pectinases obtidas por diferentes micro-organismos e substratos em
FES

Micro-organismos Substrato Atividade de Referéncia
Pectinase (U/g)
Aspergillus oryzae Polpa citrica e bagago de 40 U/g Biz et al. (2016)
cana
Aspergillus niger Cascas de citros 265 Ulg Rodriguez-Fernandez et
al (2011)
Thermomucor indicae- Farelo de trigo, bagaco 86,4 U/g Umsza Guez (2009)

seudaticae de laranja e bagaco de
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cana
Aspergillus awamori Residuo de uva 38 U/g Botella et al (2007)
Aspergillus sojae Substratos a base de 30,55 U/g Ustok, Tari e Gogusb
milho (2007)
Aspergillus niger Residuo de girassol 45,9 Ulg Patii e  Dayanand,
(2006)
Aspergillus niger Farelo de trigo e farelo 36,3 U/g Debing et al (2006)
de arroz
Aspergillus niger Farelo de trigo e farinha 18 U/g Castilho,  Alves
de soja Medronho (2000)
P. viridicatum Bagaco de laranja e 5,6 U/g (endo- Silvaetal (2005)
farelo de trigo PG)
P. viridicatum Bagaco de laranja e 46,4 U/g (exo- Silvaetal (2005)
farelo de trigo PG)
T. aurantiascus Farelo de trigo e bagaco 43 U/g Martins et al (2002).
de laranja

A estabilidade térmica das enzimas obtidas € importante na selecdo para aplicagdes
biotecnoldgicas. Jayani, Saxena e Gupta (2005) apontaram que a maioria das PG produzidas
por diferentes micro-organismos tém pH 6timo entre3,5 a 5,5 e temperatura 6tima entre 30 a
50°C, mas ja foram relatadas PG com pH 6timos de 3,0 e outra a 11,0. Singh, Plattner,
Diekmann (1999) relataram PG termoestavel com atividade méxima a pH 11,0 e temperatura
69 °C. Ja para as liases o pH 6timo é numa faixa mais alcalina 7,5 a 10,0 e temperatura 6tima

de 40 a50°C, mas também hé relato de liase com atividade 6tima a pH 5.0.
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ENZYMES PRODUCTION OF FOOD INTEREST BY SOLID STATE FERMENTATION
- TECHNOLOGICAL PROSPECTION

Resumo: A fermentacdo em estado s6lido, dentre outras aplicacdes, tem sido empregada para
obtencdo de enzimas que sdo amplamente usadas em varios segmentos industriais. O objetivo
desta prospeccdo foi fazer um mapeamento dos documentos de patentes sobre obtencdo de
enzimas por esse tipo de fermentacéo e identificar as principais enzimas obtidas. Para isso, foi
feita uma pesquisa no Espacenet e usados 54 documentos de patentes. Constatou-se que
houve um crescimento no nimero de depdsitos nos ultimos 9 anos e que a China é a maior
detentora. Observou-se também que tanto universidades quanto empresas estdo investindo nas
pesquisas. As enzimas mais obtidas foram carboidrases, proteases e oxirredutases. Dentre as

carboidrases, destacam-se as celulases, xilanases e amilases.

Palavras-chaves: fermentacéo; enzimas; carboidrases; proteases; oxidorredutases

Abstract: The solid-state fermentation, among other applications, has been employed to
obtain enzymes that are widely used in various industries. The purpose of this prospection

was to map patents documents about enzymes production by this type of fermentation and
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identify the most obtained enzymes. For this, the research was done in Espacenet and used 54
patent documents. It was found that there was an increase in the number of deposits in the last
9 years and that China holds the majority. It was also observed that both universities and
companies are investing in researches. Most obtained enzymes were carbohydrases, proteases
and then oxidoreductases. Among the carbohydrases, most were cellulases, xylanases and

then amylases.

Keywords: fermentation; enzymes; carbohydrases; proteases; oxidoreductases

1. INTRODUCAO

A Fermentacdo em Estado Solido (FES), segundo Pandey [1], ¢ definida como: “a
fermentagdo de um substrato solido e umido na auséncia ou quase auséncia de agua livre”.
Quando comparado com processos tradicionais de fermentagdo submersa, a FES apresenta
diversas vantagens como produtos mais estaveis, frequentemente maior produtividade, menor
demanda de agua, baixo custo de equipamentos envolvidos e baixo custo de subprodutos

agroindustriais [2].

Na FES, a natureza do substrato desempenha um papel importante na produtividade de
enzimas edeve conter uma fonte de carbono (fonte energética) e uma fonte de nitrogénio que
permitam a proliferacdo de micro-organismos. Também devem prover minerais para a
producdo de enzima. Os substratos mais comuns para a FES sdo: arroz e seus derivados,
bagaco de cana-de-acucar, bagago de laranja, palha de trigo, sementes de uva e farelo de
mandioca, bagaco de cana e farelo de trigo, farelo de milho, casca de frutas, gréos de cereais,

madeira e palha [3, 4, 5].

As enzimas de origem microbiana tém sido exploradas com bastante freqiiéncia
devido as suas propriedades e a diversidade de micro-organismos dos quais podem ser
obtidas.

Segundo informagdes de Abrunhosa et al [6], o mercado global de enzimas foi
estimado em US 4.411,6 milhdes em 2013. Alimentos e bebidas dominam o mercado global
de enzimas respondendo por mais de 35% do volume total. As empresas Novozymes, Danisco
e DSM dominam o mercado global respondendo por mais de 70% deste. As carboidrases sao
as enzimas mais obtidas e o crescimento da demanda por amido nas industrias de alimentos e

bebidas tende a aumentar a utilizagdo destas. Em seguida, aparecem as proteases e depois as
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lipases e polimerases/ nucleases. Projecdes até 2020, para América do Norte, no mercado de

consumo dessas enzimas, apontam crescimento em todas as suas classes.

Na producdo de alimentos, as enzimas desempenham papel de destaque pois
interferem na composicdo, processamento e deterioracdo. Dentre as enzimas de interesse
alimenticio, algumas das mais usadas sdo: as pectinases, usadas em processamento de sucos
de frutas, processamento de vinhos, etc.; as proteases, usadas na clarificacdo de cervejas, na
producdo e na maturacdo de queijos, no amaciamento de carnes, na producédo de hidrolisados
funcionais, na panificacdo, na fabricacdo de adocantes artificiais como o aspartame; e as
lipases, usadas na producdo de margarinas, maturacdo de queijos, panificacdo, sintese de
aromas, etc. [7].

A producdo de enzimas por micro-organismos assegura um potencial ilimitado de
suprimentos e ainda possibilita a criagdo de novos sistemas enzimaticos, o que ndo € possivel

obter em fontes animais e vegetais [8].

Entre as enzimas de alto interesse comercial estdo as glicosidases, a exemplo:
amilases, celulases, xilanases e quitinases. Todas elas sdo importantes na degradacdo de

biomassa [9].

Este estudo prospectivo teve como objetivo realizar um levantamento do nimero de
documentos de patentes depositadas mundialmente e relacionadas com a obtencédo de enzimas
por fermentacdo em estado so6lido, bem como, identificar as principais classes de enzimas
obtidas por esse tipo de fermentacdo, a fim de estimular a inovacéo tecnoldgica na area de

biotecnologia.

2. METODOLOGIA

Nesse trabalho foi realizada uma pesquisa na base de dados online do escritorio
europeu Espacenet (EP), que abrange patentes depositadas e publicadas em mais de 90 paises,
incluindo os pedidos de patentes depositadas no Brasil e nos Estados Unidos. Para a pesquisa,
foi elaborada uma estratégia de busca que combinou os campos da Classificacdo Internacional
de Patentes com as palavras-chaves (Tabela 1).

Tabela 1. Termos e codigos usados na busca de patentes depositadas na base de dados Espacenet.

Palavras-Chaves e/ou Cadigo de Classificacédo Total de Patentes
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Enzyme > 10.000
Fermentation >10.000
Solid State fermentation 1584
Enzyme and fermentation 6.728
Enzyme and solid state fermentation 156
C12N9 > 10.000
Cl2mMm >10.000
Solid state fermentation + C12N9 73
Enzyme and solid state fermentation + C12N9 36

Pesquisas usando isoladamente 0s termos “enzymes” € “fermentation” e 0s cOdigos
“CI2N* e “C12M” (ver significado dos codigos na Tabela 2) resultaram em mais de 10.000

’

documentos. Para o0 termo “solid state fermentation” foi encontrado um nudmero
representativo de patentes, cujos produtos da fermentagdo ndo eram enzimas. A associacao
das palavras-chaves “solid state fermentation” com o codigo de classificagdo C12N9

permitiu a obtencdo de 73 documentos.

Tabela 2. Significados dos c6digos de patentes segundo IPC

Cddigo Especificacdo

C12N9 Enzimas; Proenzimas

Aparato para enzimologia ou microbiologia; Aparato para cultura de
CIoM micro-organismos para producdo de biomassa, para crescimento de
células ou para obtencdo de produtos por fermentagdo ou metabolitos;

biorreatores ou fermentadores.

Apbds analise das 74 patentes que apresentaram os descritores mais préximos ao tema

proposto e exclusdo dos documentos da mesma familia e/ ou fora do objetivo, foram
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selecionadas 54 patentes para o tratamento de dados. Os dados foram exportados da
plataforma Espacenet, utilizando o editor de arquivos CSVed versdo 2.3.4 (2015) e os

gréaficos foram gerados através do programa Microsoft Excel versdo 2007.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 mostra a evolucdo anual de depdsito de patentes sobre a producdo de
enzimas por fermentacdo em estado solido. O primeiro deposito feito ocorreu no ano de 1986,
sobre producdo de peroxidase, dos depositantes ShinmenYoshiji; AsamiSumio;
AmanoNorihide; AmachiTeruo; YoshizumiHajime, da empresa Suntory Ltd, do Japdo. Apos
esse ano, somente em 2002 voltou a haver depdsito, com um documento por ano até 2006.
Somente a partir de 2007, iniciou-se 0 crescimento no numero de depdsitos de patentes,
destacando-se o0 ano de 2013, com 9 patentes. Esse crescimento pode ser decorrente de um
possivel incentivo as pesquisas, aliado ao crescimento no mercado mundial de enzimas e a
diversidade de possiveis aplicacdes destas em varios segmentos da industria, inclusive de

alimentos e bebidas.
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Figura 1. Evolucao anual de depdsito de patentes de producéo de enzimas por FES

No que se refere aos codigos de classificagdo internacional, a Figura 2 mostra 0s
codigos encontrados. Nao foi encontrado um codigo especifico para fermentacdo em estado
solido. A maioria das patentes possui mais de um cddigo. O codigo mais encontrado foi o

C12N9 (enzimas), seguido do C12R1 (processos usando micro-organismos) e C12N1 (micro-
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organismos). Esses dados sdo imprescindiveis para viabilizar o acesso as informacGes

tecnoldgicas e legais que contemplam cada patente analisada.
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Figura 2. Namero de patentes por codigo de classificagdo internacional

De acordo com analise dos documentos de patentes referentes aos paises nos quais se
originou a tecnologia patenteada, é evidente que esta tecnologia se encontra centralizada na
China (80%) (Figura 3). Contudo, outros paises como Estados Unidos, Frangca e Coréia
também aparecem como detentores. O Brasil ndo aparece nesse cenario, 0 que pode ser
justificado pelo baixo investimento do pais em Pesquisa e Desenvolvimento na area e/ou pelo

pouco hébito de protecdo das novas tecnologias por intermédio da propriedade industrial.

2%
2% 2% 29

4%

B China m USA H Francga B Coréia

Figura 3. Numero de patentes por pais depositante
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A Figura 4 mostra que, dentre os tipos de entidades depositantes, 54% dos documentos
de patentes selecionados foram depositados por universidades e institutos, 44% por empresas
e 2% por inventores independentes. Isso mostra que hd um equilibrio nas producdes de
patentes entre as academias e as empresas, sendo que as academias apresentam um percentual

um pouco maior.

W Universidades e Institutos ® Empresas ™ Independentes

Figura 4. Distribuicdo das patentes depositadas por tipo de depositante

Dentro deste contexto, 4 universidades (Jiangnan, Jimei, Northeast Agricultural e
Tianjin Science & Tech) e 4 empresas (Beinjing Leadman Biochemistry C, Hunan Hong Ying
Xiang Biochemistry Industry Co Ltd, Jingyan Chenga, e Zhejiang Acad Agricultural SCI4)
estdo empatadas com os maiores numeros de depoésitos das patentes selecionadas, 2 por
depositante (Figura 5). Num universo de 47 depositantes e 54 patentes, esses numeros
mostram que as pesquisas estdo pulverizadas entre diversas organizagdes que estdo gerando
novos conhecimentos e aprimorando as técnicas de producdo de enzimas por fermentacdo em

estado soélido.
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UNIVTIANJIN SCIENCE & TECH 2
UNIV NORTHEAST AGRICULTURAL 2
UNIVIJIMEI 2

UNIVIJIANGNAN 2

ZHEJIANG ACAD AGRICULTURAL... 2
JINGYAN CHENGA&E,[CN] 2

2

BEUING LEADMAN BIOCHEMISTRY C 2

Figura 5. NUmero de patentes por depositante

Quando analisadas as producdes por inventor, o chinés Zhang Ming possui 0 maior

numero de patentes, 3 no total (Figura 6).

ZHANG MING 3
SHAOCHUN XU&€,[CN]
LU WENQINGEE,[CN]
YANLI LIGE,[CN]
BAORONG SUEE,[CN]
LIHONGBING
CAIHUINONG
LI DEFAGE,[CN]
YAOXING XU3€,[CN]
JINGYAN CHENGA&E,[CN]

THE INVENTOR HAS WAIVED THE...
ZHANGFENG

[ B B L I A

Figura 6. Namero de patentes por inventor

Analisando as enzimas obtidas nas patentes registradas, verifica-se que a maioria
pertence ao grupo das carboidrases com 48%, seguida das proteases 23%, que também séo as
duas classes de enzimas mais comercializadas no mercado. Dentre as carboidrases as que
mais se destacam s&o as celulases, xilanases, amilases e pectinases. Essas enzimas sdo muito

usadas nas industrias de alimentos e no caso das celulases nas industrias de papel e celulose.
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W Carboidrases
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W Oxidorredutases
M Tanase

M Lipases

M Esterase

Fitase

Naringinase

Figura 7. Tipos de enzimas obtidas nas patentes depositadas

4. CONCLUSAO

De acordo com o levantamento, houve um crescimento no nimero de depoésitos de
patentes de obtencdo de enzimas por FES nos ultimos 9 anos. A China é detentora da maioria
das patentes depositadas. Tanto universidades/institutos quanto empresas, estdo investindo em
pesquisas na area. O Pesquisador chinés Zhang Ming possui 0 maior numero de patentes. As
carboidrases sdo as enzimas mais obtidas, seguida das proteases e oxirredutases. Dentre as

carboidrases as enzimas mais obtidas foram celulases, xilanases e amilases.

As enzimas apresentam uma ampla possibilidade de aplicacGes em diversos setores e
processos, oferecendo grandes oportunidades de pesquisas e patentes com identificacdo de

diferentes micro-organismos, substratos e parametros de processo.
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Capitulo I

Artigo I1: Producéo de lipase e pectinase por fermentacdo em estado solido
utilizando licuri como substrato
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PRODUCAO DE LIPASE E PECTINASE POR FERMENTACAO EM ESTADO
SOLIDO UTILIZANDO RESIDUO DE LICURI COMO SUBSTRATO

Heb Cristyni Santa Rosa Rodrigues?, Andrea Limoeiro Carvalho?, Marcelo Andrés Umsza
Guez?
'Faculdade de Farmacia, Universidade Federal da Bahia, Campus de Ondina — Salvador - BA.
2 Universidade Estadual de Feira de Santana - Feira de Santana — BA.

Resumo

As enzimas tém apresentado papel cada vez mais significativo em diversos setores industriais.
Adicionadas a processos produtivos podem acelerar reacdes e gerar uma série de novos
produtos. Uma forma de obtencdo dessas enzimas é através da fermentacdo em estado solido
(FES), utilizando micro-organismos e residuos agroindustriais como substratos. Este estudo
visou verificar a influéncia da umidade e proporc¢éo de substrato, na FES, para a producédo de
lipase e pectinase utilizando duas cepas de actinobactérias: CDPI-30 (Arthrobacter
polychromogenes) e CDPA-32 e residuos de licuri e trigo. A FES foi realizada a 28°C por 12
dias. Diferentes proporcdes de farelo de trigo (FT)/ torta de licuri desengordurada (TLD):
0/70%, 10/60%, 35/35%, 60/10% e 70/0% e casca de licuri (CL), fixada em 30% foram
utilizadas. A umidade do meio variou de 29 a 67%. Um Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR) do tipo 22, incluindo 4 ensaios nas condigdes axiais e 3 repeticdes no
ponto central foi adotado para andlise dos resultados. A propor¢do FT/TLD ndo afetou a
producdo das enzimas pela CDPI-30. Com a CDPA-32 a proporcdo foi significativa para a
producdo de lipase, mas ndo para a producao de pectinase. Os meios preparados com umidade
de 67% e iguais proporces de FT e TLD (35/35%) apresentaram as maiores atividades
enzimaticas para as duas enzimas, sendo 840,46 U/g para lipase e 15,53 U/g para pectinase.
Os residuos do licuri apresentaram-se como uma op¢ao de substrato para a producéo de lipase
e pectinase por FES, sendo ainda pouco explorado.

Palavras-chave: FES, torta de licuri, enzima, lipase, pectinase, actinobactéria.
1. INTRODUCAO

As crescentes aplicacGes de enzimas em diversos setores industriais tém despertado
interesse de pesquisadores em diversas partes do mundo para estudos cientificos e aumento de
escala gerando muitos investimentos em pesquisas. As enzimas sdo 6timos catalisadores e
apresentam vantagens em relacdo a catalisadores ndo enzimaticos por ndo requererem altas
temperaturas e valores extremos de pH. Devido a sua grande especificidade, catalisam
transformac6es moleculares sem ocorréncia de reacfes paralelas indesejaveis que sdo comuns
em sinteses quimicas. Os processos industriais que as empregam sdo, em geral, eficientes

energeticamente e de investimentos de baixo custo (COLEN, 2006).

Dentre as enzimas de grande interesse, além de carboidrases e proteases estdo as

lipases e as pectinases (RODRIGUES et al, 2016). As lipases atuam hidrolisando 6leos e
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gorduras e liberando &cidos graxos livres, diacilglicerois, monoacilglicerois e glicerol.
Apresentam larga possibilidade de aplicagbes tendo sido empregadas nas industrias de
alimentos (para maturacdo acelerada de queijos, producdo de margarinas, panificacdo, etc); na
industria quimica (para producdo de detergentes, lubrificantes); inddstria farmacéutica; de
cosmeticos; de couros; de papel e celulose; de ragOes; de tecidos; tratamento de efluentes. As
pectinases sdo enzimas capazes de reconhecer ligagOes glicosidicas do tipo al,4 entre
unidades de acidos galacturonicos ou de seu derivado metoxilado. Seus substratos sdo 0s
polissacarideos constituintes da lamela média e da parede primaria de células vegetais. Tém
sido usadas nas industrias de sucos de frutas para facilitar a extracdo das polpas, aumentar
rendimento, auxiliar na clarificacdo de sucos; na industria de vinhos, para auxiliar na extracdo
de fendlicos, cor e sabor, aumento de rendimento e na clarificacdo de vinhos (KOBLITZ,
2008).

A FES é definida como a fermentacdo de um substrato sélido e tmido na auséncia ou
quase auséncia de &gua livre e tem sido muito estudada para a producdo destes
biocatalizadores (PANDEY, 2003). Além de apresentar, frequentemente, boa produtividade,
uma das principais vantagens da FES é de ser uma tecnologia de baixo custo, principalmente
devido aos equipamentos e substratos utilizados, que sdo, normalmente, residuos
agroindustriais (ROBINSON, SINGH, NIGAM, 2001; AGUILAR et al, 2008). Os fatores que
mais interferem no desempenho da FES séo: o tipo de substrato empregado, devido a grande
heterogeneidade dos meios; o micro-organismo utilizado e a umidade do meio
(ABRUNHOSA, VENANCIO, TEIXEIRA, 2011).

Dentre os substratos mais utilizados em FES estdo os residuos do processamento de:
trigo, soja, cana-de-acUcar, laranja e arroz, mas também sdo encontrados trabalhos em que
foram utilizados residuos de processamento de frutas e vegetais, mandioca, coco, oliva, palma
forrageira e milho (KAUR, GUPTA, 2017; RAMOS-IBARRA et al, 2017; GONCALVES,
2016; REINEHR, 2016; ARAUJO, 2016; DOS SANTOS, 2016; OLIVEIRA et al, 2016;
PIEDRAHITA-AGUIRRE, 2013; USTOK; TARI; GOGUSB, 2007; VANDENBERGHE,
2000). Outro possivel substrato para FES, ainda pouco estudado, é a torta do licuri (Syagrus
coronata (Martius) Beccari), residuo gerado a partir da extracdo do 6leo de suas améndoas.
Esse residuo € composto de 41% de substancias ndo azotadas, 19% de proteinas, 16% de
celulose e 11% a 12% de 6leo (GOMES, 1977 citado por SANTOS, SANTOS, 2002).

Dentre os micro-organismos utilizados em FES, os mais freqlientes sdo os fungos,

como exemplo: Aspergillus niger; Aspergillus sp; Aspergillus sojae; Rhizopus sp; Rhizopus
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oryzae; Rhizopus microsporus (DOS SANTOS 2016; REINEHR, 2016; GONGCALVES,
2016) seguidos das bactérias Bacillus subtilis; Bacillus megaterium; Pseudomonas
aeruginosa, Burkholderia cenocepacia (KAUR, GUPTA, 2017; SEKHON et al, 2004;
PALMA et al, 2000; SOCCOL et al, 2017). Alguns estudos recentes vém apontando as
actinobactérias  (bactérias  Gram-positivas com  crescimento  filamentoso) como
biocatalizadores emergentes de importantes enzimas de interesse industrial e ambiental e de
alta resisténcia a condicdes extremas (BISPO, 2015; BISPO, 2010, OROZCO et al, 2008).

Este estudo visou verificar a influéncia da umidade e proporcdo de substrato na FES

para a producdo de lipase e pectinase utilizando duas cepas de actinobactérias.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Micro-organismos, manutencdo da cultura e preparo dos inéculos

Duas cepas de actinobacteérias, cedidas pelo Laboratério de Pesquisa em Microbiologia
da Universidade Estadual de Feira de Santana (LAPEM UEFS), codificadas como CDPI-30
(identificada como Arthrobacter polychromogenes) e CDPA-32 foram conservadas a -20°C
em criotubos contendo solucdo de glicerol a 20% até sua utilizacéo.

As actinobactérias foram ativadas em placas de petri contendo meio YM [Extrato de
levedura 0,3% (m/v); Extrato de malte 0,3% (m/v); Peptona 0,5% (m/v); Glicose 1% (m/v);
Agar bacteriolégico 2% (m/v)] e incubadas a 28°C em BOD por 12 dias. Foram retiradas das
placas (com auxilio de bases de ponteiras estéreis) 6 “plugs”/fragmentos de meio com cerca
de 5mm de didmetro com micro-organismos e inoculados em arroz parboilizado (previamente
hidratado e esterilizado a 120°C/ 55 min) e incubados a 28°C em BOD por 12 dias. Ao final
desse periodo, foram adicionados a cada frasco 75 mL de solucdo de NaCl estéril a 0,85%,
submetidos a agitacdo leve e temperatura ambiente por 30 min (para extracdo dos micro-
organismos) seguida de filtragdo em gaze esteril, de acordo com metodologia de Bispo
(2015).

2.2 Desengorduramento da torta de licuri

Devido ao alto teor de lipidios na TL, foi feito um desengorduramento desta de forma
a permitir a umidificacdo dos meios. Em Erlenmeyers de 1L, porc¢des de 40 gramas de torta de

licuri foram misturadas a volumes de 240 mL de hexano e submetidas a 180 rpm, a 25°C, por
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48 h e em seguida filtradas. Esse processo se repetiu por mais duas vezes. Ap0s a terceira
filtrac&o a torta foi submetida a secagem a 55°C por 10h para a remocéao do hexano residual.

2.3 Analise do teor de lipideos

Para fins de acompanhamento da etapa de desengorduramento e complemento na
discussdo dos resultados, andlises do teor de lipidios foram feitas, em triplicatas, para a TL,
TLD e para o FT, pelo método de extracdo Bligh e Dyer (1959), que utiliza agitagdo com

mistura de cloroférmio, metanol e agua.

2.4 Preparagédo dos meios e fermentagéo

Os meios fermentativos foram preparados em frascos Erlenmeyers de 250 mL,
contendo 20g de substrato cujas composi¢Oes de farelo de trigo (FT) (Marca: Viva a
Natureza) e torta de licuri desengordurada (TLD) (obtida ap6s desengorduramento da TL que
foi adquirida da Cooperativa de Producdo da Regido do Piemonte da Diamantina - COOPES)
estdo descritas na Tabela 1. Para dar porosidade ao meio de fermentacdo foi utilizada a casca
de licuri (adquirida da COOPES) e sua porcentagem em peso foi fixada em 30% p/p, segundo
a Tabela 1. Os teores de umidade foram ajustados para os valores descritos na Tabela 1 com
agua e 2% (v\m) de solucdo nutriente, como descrita por Mandels (1976). A umidade de 67%
foi adotada como méaxima porque, em teste preliminar, de saturacdo, percebeu-se que, acima
deste valor observava-se agua livre no meio o que descaracterizaria uma fermentacdo em
estado sélido. As anlises de umidade foram feitas, em triplicata, em balanca de umidade com
infravermelho (Engineering, Quimiserv), utilizando temperatura de 90°C e 3g de amostra.

Essas variacdes dos meios foram preparadas de acordo com o DCCR. Ensaios desse
delineamento foram do tipo 22, incluindo quatro (04) ensaios nas condigdes axiais e trés (03)
repeticdes no ponto central, totalizando 11 ensaios.

Tabela 1 - Valores utilizados no DCCR 22 para produg&o de enzimas

Niveis
Variaveis independentes -1,41 -1 0 +1 +1,41
Proporgéo (FT/TLD) (% p/p) 0/70 10/60 35/35 60/10 70/0

Umidade (%) 29 34,5 48 61,5 67
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Apo6s a adicdo da solucdo nutriente aos substratos nos erlenmeyers, estes foram
esterilizados em autoclave a 121°C por 15 min. Uma aliquota de 2 mL (10% (v/m)) da
suspensdo bacteriana (ressuspendida do arroz parboilizado, conforme item 1) foi adicionada a
cada Erlenmeyer contendo os substratos esterelizados e incubados a 28°C por 12 dias,
adaptado de Santos (2015).

2.5 Extracdo das enzima

Apls a fermentacdo (12 dias), os meios fermentados foram homogeneizados e
aliquotas de 10g foram retiradas, as quais foram adicionados 100 mL de &gua destilada e
agitadas em shaker a 100 rpm e temperatura de 26°C por 1h. Em seguida, foi realizada a
filtracdo a vacuo usando gaze estéril, posteriormente o filtrado foi centrifugado a 5500 rpm
por 15 min a 5°C. O sobrenadante (extrato enzimatico) foi armazenado em frasco ambar e

congelado a -20°C, segundo Umsza Guez et al (2011), adaptado.

2.6 Quantificacdo da atividade enzimatica

Para determinacgdo da atividade de lipase foi utilizada metodologia usada por Bonine
(2001), onde 1 mL de solucdo A [palmitato de p-nitrofenila em isopropanol (3 mg/mL)] foi
misturada lentamente a 9 mL de solucdo B [tampéo fosfato de sédio 0,05M, Trixon X-100
(2%) e goma arébica (0,5%), pH 7.0 a 37°C]. Em seguida aliquotas de 0,9 mL dessa mistura
foram transferidas para tubos de ensaio e deixadas estabilizar sob agitacdo leve a 37°C.
Aliquotas de 0,1 mL de extrato enzimatico foram adicionadas a esses tubos. Essas misturas
foram deixadas por 1 minuto a 37°C sob leve agitacdo e imediatamente foram feitas as
leituras, em espectrofotdmetro a 410 nm, para quantificacdo do p-nitrofenol liberado. Os
calculos para as atividades de lipase foram feitos através da curva de calibracdo do p-

nitrofenol.

A atividade de pectinase foi determinada segundo Umsza Guez, et al (2009),
adicionando-se 0,2 mL de extrato enzimatico a 0,8 mL de solucdo de pectina (1% de pectina
em tampdo acetato 0,2 M, pH 5,0) submetidos a 60°C por 10 minutos. O acido D-
galacturonico liberado foi medido atraves do meétodo DNS (3,5 — acido dinitrosalicilico)

proposto por Miller (1959) e a atividade calculada atraves da curva de calibragdo deste.
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As atividades enzimaticas foram expressas em U (unidade internacional de atividade,
definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1umol de substancia redutora por

minuto) por g de massa seca de substrato. Todas as analises foram feitas em triplicata.

2.7 Delineamento Experimental

A andlise estatistica dos dados foi feita usando o Software Statistica. O DCCR foi
avaliado com 10% de significancia. Foi feita uma ANOVA, além das analises dos efeitos e

das curvas de nivel.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das atividades de lipase e pectinase estdo descritos na Tabela 2. As duas
cepas de actinobactérias (CDPI-30 e CDPA-32) cresceram em todos os meios preparados e
apresentaram atividades para ambas as enzimas. Os ensaios E6 (umidade 67% e propor¢édo
FT/TLD 35/35%) apresentaram os maiores valores de atividades para ambas as enzimas e

ambas as cepas de actinobactérias.

Tabela 2 Atividades de lipase e pectinase obtidas pela CDPI-30 e pela CDPA-32

Atividade Enzimatica

Niveis Lipase Pectinase
Ensaio Umnidade Proporcéo CDPI- CDPA- CDPI- CDPA-
(%) (FT/TLD) 30(U/g) 32(U/g) 30(U/g) 32(U/g)
(%)
El -1 (34,5) -1 (10/ 60) 143,07 203,38 7,25 6,79
E2 +1(61,5)  -1(10/60) 246,79 273,85 12,38 11,03
E3 -1 (34,5) +1 (60/10) 139,09 197,42 6,99 6,59
E4 +1(61,5)  +1(60/10) 349,40 418,19 11,83 11,91
E5 -1,41 (29) 0 (35/35) 287,30 146,05 6,22 6,09
E6 +1,41 (67) 0 (35/35) 840,46 457,63 14,62 15,53
E7 0 (48) -1,41 (0/70) 309,62 251,18 8,70 8,61
E8 0 (48) +1,41 (70/0) 279,56 328,82 9,41 8,99
E9 0 (48) 0 (35/35) 225,30 302,94 8,95 7,90
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E10 0 (48) 0 (35/35) 247,00 311,29 8,67 7,98
= 0 (48) 0 (35/35) 287,91 343,01 8,49 7,61

A atividade de lipase obtida com a cepa CDPI-30 variou entre 139,09 U/g (E3) e
840,46 U/g (ensaio E6) apresentando uma diferenca de 83,45% nas diferentes condicOes de
fermentacgdo. J& para a CDPA-32 a atividade variou de 197,42 U/g (E3) até 457,63 U/g (ES6),
representando 56,86% de diferenca (Tabela 2). A atividade lipolitica dos ensaios E3 (umidade
34,5% e propor¢do FT/TLD 60/10%) apresentaram as menores atividades para as duas cepas.
Através da andlise de ANOVA (Tabela 3) verificou-se que a atividade enzimatica variou
significativamente (p<0,1) com a umidade para ambas as cepas.

Tabela 3 - ANOVA para atividades de lipase obtidas por FES com actinobactérias e residuos de licuri e
farelo de trigo

ANOVA para atividade delipase
CDPI-30 CDPA-32
SS Df MS F P SS df  MS F P
Umidade (%)(L) 150046,5 1 1500465 6,23 0,055 66913,01 1 66913,01 69,16 0,000
Umidade (%)(Q) 59150,7 1 59150,7 246 0,178 116065 1 116065 1,20 0,323
FT/TLD (%)(L) 39%.8 1 39,38 002 0903 770168 1 770168 7,96 0,037
FT/TLD (%)(Q) 59868 1 59868 0,25 0,639 231961 1 231961 240 0,182
1 1
5 5

Fator

1L x 2L 2840,5 2840,5 0,12 0,745  5647,75 5647,75 5,84 0,060
Error 120367,1 24073,4 4837,27 967,45

Total SS 356814,9 10 87857,97 10
R? (CDPI-30) = 66,26%;R? (CDPA-32) = 94,49%

Ja a propor¢do FT/ TLD ndo afetou significativamente, ao nivel de 10% de
significancia, a producéo de lipase pela CDPI-30, como observado para a CDPA-32, para a
qual uma maior proporcédo de FT elevou a producdo da enzima. Observa-se ainda uma relacédo
positiva da interacdo entre as duas variaveis estudadas na producéo de lipase pela CDPA-32, o
que indica que a associacdo de ambas as variaveis favorece sua producdo. Abaixo seguem 0s
modelos (Equagbes 1 e 2) com as varidveis dos ensaios para lipase, onde se observam as
influéncias positivas da umidade sobre as atividades dos meios com ambas as cepas de

actinobactérias e também da proporcéo FT/ TLD na CDPA-32:
Equacdo 1 (CDPI-30):

Ulg = 25424 + 27431 x U(%) + 20552 x U%(%) + 14,11 x FT/TLD(%) — 65,38 X
FT/TLD2(%) + 53,30 x (U x FT/TLD)(%)
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Equacdo 2 (CDPA-32):

Ulg = 319,17 + 183,18 x U(%) — 28,79 x U%(%) + 62,15 x FT/TLD(%) — 40,70 x
FT/TLD?(%) + 75,15 x (U X FT/TLD)(%)

Na literatura, por exemplo, observam-se valores de lipase obtidos em FES que variam
de 15 U/g usando bagaco de cana-de-agUcar e 6leo de soja, Thermomucor indicae seudaticae
(FERRAREZI et al, 2014), até um valor de 932 U/g com torta desengordurada de semente de
pinhdo manso, Pseudomonas aeruginosa (JOSHI, MATHUR, KHARE, 2011), abrangendo

todos os resultados obtidos nos ensaios deste trabalho.

Para a pectinase, utilizando a cepa CDPI-30, a atividade pectinolitica variou de 6,22
U/g no ensaio E5 (umidade 29% e proporcdo FT/ TLD 35/ 35%) até 14,62 Ulg (E6),
representando uma variacdo de 57,45% e com a CDPA-32 variaram de 6,09 U/g (E5) até
15,53 U/g (E6), uma variacdo de 60,78%, como mostra a Tabela 2. Esses resultados foram
analisados, e, através da ANOVA (Tabela 4), verificou-se que a atividade enzimatica variou
significativamente (p<0,1) apenas com a umidade, para ambas as cepas. Dessa forma, a

atividade da pectinase independe da proporcao FT/ TLD.

Os valores das atividades de pectinase obtidos nos ensaios estdo dentro dos valores
minimo e maximo consultados na literatura: 5,6 U/g usando P. viridicatum em bagacos de
laranja e farelo de trigo (SILVA et al, 2005) até 265 U/g usando Aspergillus niger em cascas
de citros (RODRIGUEZ-FERNANDEZ et al, 2011).

Tabela 4 - ANOVA para atividades de pectinase obtidas por FES com actinobactérias e residuos de licuri
e farelo de trigo

ANOVA para atividade de pectinase

CDPI-30 CDPA-32

Fator
SS df MS F p SS df MS F P

Umidade (%)(L) 59,727 1 59,73 293,0 0,000 65551 1 65,555 110,30 0,000
Umidade (%)(Q) 3,852 1 3,85 189 0,007 9661 1 966 1626 0,010
FT/TLD (%)) 0005 1 000 00 0,883 0187 1 019 032 0,599
FT/TLD (%)(Q) 0116 1 012 06 0484 0510 1 051 086 0,397
1L x 2L 0020 1 002 01 0,765 029 1 029 049 0516
Error 1,019 5 0,20 2971 5 0,59

Total SS 64,682 0 78,701 10

R? (CDPI-30) = 98,42%;R? (CDPA-32) = 96,22%
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Abaixo seguem os modelos (Equacdes 3 e 4) com as variaveis dos ensaios para
pectinase, onde se observam as influéncias positivas da umidade sobre as atividades dos
meios com ambas as cepas de actinobactérias.

Equacdo 3 (CDPI-30):

U/g = 8,70 + 5,4 x U(%) + 1,66 x U2(%) + 0,05 x FT/TLD(%) + 0,29 x FT/TLD2(%) — 0,14 X
(U X FT/TLD)(%)

Equacéo 4 (CDPA-32):

Ulg = 7,83 + 5,73 x U(%) + 2,62 X U2(%) + 0,31 X FT/TLD(%) + 0,60 x FT/TLD%%) + 0,54
x (U X FT/TLD)(%)

De forma geral, analisando os resultados das tabelas ANOVA e considerando também
os graficos (a), (b), (c) e (d) da Figura 1, pode-se perceber que tanto para lipase, quanto para
pectinase obtidas pelas duas cepas de actinobactérias, as regides de umidades dos meios mais
elevadas analisadas (61,5% a 67%) influenciaram positivamente elevando a producdo de
enzimas. Este valor maximo de umidade (67%) obtido atende o valor de umidade utilizado em
FES para crescimento 6timo de fungos filamentosos (65-70%) para producdo de lipase e
pectinases, como citado anteriormente. Com actinobactérias, Orozco et al, (2008) utilizaram,

para FES, residuos de café (borra) com umidades entre 60 e 70%.

Na FES, a umidade tem relacdo direta com transferéncia de massa, calor e gases,
principalmente em sistemas de escalas maiores, como em colunas de fermentacdo. Teores
baixos de umidade podem dificultar a disponibilidade dos nutrientes e aumentar o acimulo de
calor e teores altos podem diminuir a porosidade do meio e dificultar a transferéncia de
oxigénio (ABRUNHOSA, VENANCIO, TEIXEIRA, 2011). De acordo com os resultados
obtidos é possivel afirmar que as composi¢des dos meios, principalmente os E6, em escala de
bancada, foram suficientes para disponibilizar os nutrientes para as actinobactérias e produzir
lipase e pectinase.

Ainda analisando as ANOVA observa-se que as variagdes nas proporgdes de FT e
TLD néo foram significativas para as producgdes enzimaticas. J& para a producgdo de lipase
com a CDPA-32 a proporcao FT/ TLD foi significativa, sendo mais favoravel para o aumento
da atividade enzimatica a regido de maior proporcdo de FT (a partir de cerca 60% de FT),
desde que associado a umidades mais elevadas, Tabela 3 e grafico (b). Essa diferenca de

desempenho entre as duas cepas na producdo de lipases pode ser atribuida as diferengas e
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necessidades especificas de cada cepa. Segundo a literatura, diferentes fontes de nitrogénio
(entre elas o farelo de trigo) e diferentes micro-organismos podem melhorar a producgdo de
lipases. Oliveira et al, (2016) observaram em FES realizado com residuo de azeitona e farelo
de trigo, um efeito positivo na producéo de lipase com Aspergillus ibericus, mas ndo com A.
niger e A. tubingensis. Sun e Xu, (2008) relataram que fosfato de monoamaénio apresentou um
efeito positivo na producédo de lipase por Rhizopus chinensis, o que ndo foi observado com
outras fontes de nitrogénio.

A TL inicialmente com 49,27% de lipidios, apds o processo de desengorduramento
apresentou um teor de 2,54% (TLD). Néo foi testada TLD com teor maior lipidios. O FT
utilizado continha 6,29% de lipidios. A TLD e o FT, além de possuirem lipidios, que sdo
substratos para a lipase, apresentam também, naturalmente, em suas composi¢des proteinas,
que favorecem a atividade de lipases nos teores de 19% para TL segundo Gomes, (1977)
citado por Santos & Santos (2002) e de 13,8% para FT (SILVEIRA, BADIALE-FURLONG,
2007). Os resultados obtidos sugerem que, de forma geral, a TLD pode ser uma alternativa de
meio de fermentagéo para a producdo de pectinase e lipase, assim como, o FT, que tem sido

um dos meios mais utilizados em FES.

Lipase (umol/g) Lipase (umol/g)

Trigo/Licuri (%)
Trigo/Licuri (%)

Il 450
Il 400
- | I s3s0
1 300
[ 250
[ 200

B 150
-1,40 -1,05 -0,70 -0,35 0,00 0,35 0,70 1,05 1,40 -1,41 -1, -0,71 -0, X 3 , 71 1, 1,4
B 200 0 05 0,70 0,35 0,00 0,35 0,70 05 0- 100

Umidade (%) Umidade (%)

(a) (b)
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Pectinase (umol/g)

Trigo/Licuri (%)
Trigo/Licuri (%)

-1,40 -1,05 -0,70 -0,35 0,00 0,35 0,70 1,05 1,40 i & -1,40 -1,05 -0,70 -0,35 0,00 0,35 0,70 1,05 1,40
Umidade (%) Umidade (%)

(c) (d)

Figura 1 - Producdo de lipases por actinobactérias CDPI-30 (a) e CDPA-32 (b) e de pectinases por CDPI-
30 (c) e CDPA-32 (d) em funcéo da umidade e da proporcao FT/TLD durante a fermentacdo em estado
solido

Na busca de novos meios para a producdo industrial de enzimas por FES observa-se
que os residuos de licuri se mostram promissores para producdo de enzimas como lipase e

pectinase.

4. CONCLUSAO

Os residuos do licuri (torta e casca) gerados na producdo de Gleo apresentaram-se
viaveis para sua utilizaggio em FES com actinobactérias, apds uma etapa de
desengorduramento destes e, por serem de baixo custo, contribuem para que sejam matérias-
primas promissoras para producdo de enzimas como lipase e pectinase. Os meios preparados
com a maior umidade (67%) e iguais proporces de FT e TLD apresentaram oS maiores
indices de atividades enzimaticas para as duas enzimas. De forma geral, as umidades mais
altas influenciaram positivamente e a TLD apresentou resultados semelhantes ao do FT que,

por sua vez, este tltimo foi melhor somente para a produgéo de lipase pela CDPA-32.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos através deste trabalho evidenciaram o potencial biotecnolédgico
de utilizacdo dos residuos de licuri, para a producdo de enzimas como lipases e pectinases,
através de fermentacdo em estado solido.

As duas cepas de actinobactérias testadas apresentaram resultados positivos para as
enzimas avaliadas. No entanto, para ambas as enzimas, os resultados obtidos com as duas
cepas variaram ora melhor com uma cepa, ora melhor com outra, a depender da formulacao
do meio. Considerando-se os valores das atividades mais altas obtidas, a cepa CDPI-30
apresentou o0 melhor resultado para lipase e a CDPA-32 gerou o melhor resultado para
pectinase.

Embora a torta de licuri adquirida tenha precisado passar por um pré-tratamento
(desengorduramento), essa etapa poderia deixar de ser necessaria se 0 processo de extracao de
6leo de licuri fosse otimizada, o que além de maximizar o rendimento na obtencdo de dleo,
geraria um residuo com teor de lipidios menor. Os residuos do licuri, assim como o0s residuos
de outros processos de extracdo de 6leo sdo de baixo custo, o que contribui para que sejam
matérias-primas promissoras para a utilizacdo em FES.

Os meios preparados com a umidade mais alta e iguais proporcdes de farelo de trigo e
torta de licuri apresentaram os maiores indices de atividades enziméticas para as duas
enzimas. A torta de licuri desengordurada apresentou resultados semelhantes ao do farelo de
trigo para pectinase. Para lipase a formulacdo com farelo de trigo foi melhor utilizando a cepa
CDPA-32.

Ao mesmo tempo em que foi verificado aumento nas importagfes por enzimas nos
ultimos 10 anos, o que também representa um oportunidade para o desenvolvimento e
aperfeicoamento do mercado interno, também foi verificado um crescimento no nimero de
depdsitos de patentes de obtencéo de enzimas por FES nesse periodo. A China é detentora da
maioria das patentes depositadas. As carboidrases séo as enzimas mais comercializadas e mais
patenteadas.

FES tem se mostrado uma boa opgdo para obtencdo de enzimas que possuem ampla
possibilidade de aplicacbes em diversos setores e processos, oferecendo grandes
oportunidades de pesquisas e patentes com identificacdo de diferentes micro-organismos,

substratos e parametros de processo.
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APENDICE A - AMOSTRAS DE LICURI E PRODUTOS FEITOS COM LICURI,
ACTINOBACTERIAS E MEIOS SOLIDOS

(FRADE, 2017 - Foto: Carolina Amorim in: site)

Figura 2 — Produtos feitos a partir de licuri: Kiosque (Fonte: BRASIL, 2006) (a), cosméticos e artesanato
(Fonte: LICURI BRASIL, 2017, in: site) (b e c)
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Figura 3 — Actinobactérias: CDPA-32 (a) e CDPI-30 (b)

Figura 4 — Substratos solidos: torta de licuri desengordurada (a), farelo de trigo (b) e cascas de licuri (b)



