Valorizacdo da biomassa da casca da amendoa de cacau: cinética
da producgéo de compostos de interesse industrial
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Resumo: A fermentagdo em estado sdlido (FES) é uma técnica de cultivo de um
microrganismo sobre um substrato solido (residuo), contendo umidade suficiente
apenas para manter o crescimento e metabolismo do microrganismo. Em outras
palavras, a FES é o crescimento de microrganismos em material sélido onde ha
inexisténcia ou quase inexisténcia de agua. O fungo filamentoso do género Aspergillus
sao o0s mais promissores na producdo de biocompostos, uma vez que além de
incrementar o teor protéico, teor de compostos bioativos, este fungo pode excretar
cerca de 20 tipos diferentes de enzimas . Diante disso foi realizada a cinetica da
producao de endoglucanase de Aspergillus niger utilizand como substrato a casca da
amendoa de cacau, durante quinze dias As fermentagdes foram realizadas em
erlenmeyer de 250 mL contendo 5g, sendo analisada a atividade enzimatica a cada24
horas por 15 dias. A atividade enzimatica endoglucanase foi determinada através da
quantificacao de aclcares redutores presentes nos ensaios utilizando o método do DNS
(acido dinitrosalicilico). A melhor condicao de fermentacdo para produgdo da enzima foi
de 168 horas obtendo uma atividade enzimatica de 0,130 U/mL. Através dos resultados
obtidos podemos concluir que a fermentacdo em estado solido € uma alternativa para
agregar valores a residuos industriais. Esses tipos de fermentacdes permitem ser
aplicados para producdo de enzimas que sao de alto valor industrial e que ainda podem
ser utilizados como meio alternativo.
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Title: Abstract: Solid state fermentation (FES) is a technique for cultivating a
microorganism on a solid substrate (waste), containing just enough moisture to maintain
the growth and metabolism of the microorganism. In other words, FES is the growth of
microorganisms on solid material where there is no water or almost no water (PANDEY et
al., 2000). Filamentous fungi of the genus Aspergillus are the most promising in the
production of biocompounds, as in addition to increasing protein content, this fungus can
excrete around 20 different types of enzymes (SILVEIRA et al., 2007). 250 mL Erlenmeyer
flask contains 5g of cocoa bran waste. Following the plan, the fermentations were
incubated ranging from 24 hours to 15 days. The activity of the endoglucansase enzyme
was determined by quantifying the reducing sugars present in our tests using the DNS
method (dinitrosalic acid). The best fermentation condition for enzyme production was 168
hours, obtaining an enzyme activity of 0.130 U/mL. Through the results obtained we can
conclude that solid state fermentation is an alternative to added values and industrial
waste. These types of fermentation can be used to produce enzymes of high industrial
value and can also be used as an alternative means of obtaining profits.
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Introducdo: A producédo de residuos agroindustriais é um desafio global enfrentado por
todas as &reas do sistema de fabricacdo em larga escala. Desde o inicio do século XX,
com o crescimento rapido, tem-se promovido o desenvolvimento de consciéncia social
gue busque equilibrar a fabricacdo de produtos com a minima geracao de residuos
possivel. Calcula-se que 931 milhdes de toneladas de alimentos, ou 17% do total de
alimentos disponiveis para os consumidores em 2019, foram desperdicados em
residéncias, no varejo, em restaurantes e em outros servicos de alimentacdo (FAO,
2021). A fermentagdo em condi¢des soélidas (FES) € uma técnica de cultivo de um
microrganismo em um substrato sélido (residuo), que contém a quantidade de umidade
necessaria apenas para sustentar o crescimento e o metabolismo do microrganismo. Em
outras palavras, a FES é o crescimento de microrganismos em material sélido onde ha
auséncia ou quase auséncia de agua (PANDEY et al.,, 2000). Os fungos do género
Aspergillus sdo os mais promissores na producéo de bioprodutos, uma vez que, além de
aumentar o teor de proteina, este fungo pode secretar cerca de 20 tipos distintos de
enzimas (SILVEIRA et al., 2007). Os fungos do género Aspergillus tém grande
importancia econdémica, sendo empregados em diversas fermentacdes, incluindo a
fabricacdo de &cido citrico, além de serem o0s microrganismos mais utilizados na
producdo de enzimas (ROBINSON; NIGAM, 2003; MINAFRA et al., 2010). A
endo-B-1,4-glucanase, também conhecida como endoglucanase, € uma enzima que
pode ser utilizada para metabolizar varios processos. Esse produto enzimatico de alto
valor industrial pode ser obtido através do metabolismo secundario do Aspergillus. Sua
aplicacdo se extende em uma gama de areas industriais como melhoramento de racéo
animal, produgéo de biocombustivel, industria textil, entre outras (MORAES, 2018). O
objetivo deste trabalho foi avaliar a cinética da producdo de endoglucanase do fungo
Aspergillus nigger por fermentacao em estado sélido utilizando o residuo farelo de cacau
como substrato.

Materiais e métodos:

Microrganismo e condi¢cfes de cultura: O microrganismo investigado no estudo foi o
fungo filamentoso Aspergillus Niger, que faz parte do LABIOCAT (Laboratério de
Transformacé&o Bioldgica e Biocatalise Organica), situado na Universidade Estadual de
Santa Cruz. Foi submetido a um periodo de incubacao de cinco dias a uma temperatura
de 28 °C e, em seguida, armazenado em uma geladeira a 4 °C por até 30 dias.

Preparo do substrato: O residuo de cacau foi cedido por empresas agroindustriais
localizadas na area sul da Bahia. O material foi desidratado a temperatura ambiente e
reduzido a um tamanho de 2,0 mm de diametro através da trituragcdo em um moinho do
tipo Wiley.

Fermentacdo em estado soélido (FES) e solucao de esporos: As fermentacfes foram
realizadas em erlenmeyer de 250 mL contendo 5g do residuo de farelo de
cacau.Seguindo o planejamento, foi aplicado um volume de agua estéril para se alcancar
a umidade 6tima do residuo no experimento de 70%.Posteriormente, as fermentacdes
foram incubadas as variando 24 horas por 15 dias. Logo apés, foi coletada a solugéo de
esporos com agua esteril para obtencao do extrato enzimatico.

Extracdo enzimética: Os extratos enzimaticos foram obtidos com a adi¢do de 50 mL de
adgua destilada estéril em cada um dos ensaios fermentados, onde essa suspensao foi
agitada em um shaker. Logo apds, refrigerado e armazenado a uma temperatura de 4 °C
por até 30 dias.

Atividade enzimatica da endoglucanase: A atividade da enzima endoglucanase ( endo



-1,4-B-D-glucanase) foi avaliada por uma solucdo de reacdo, composta por 100 pL de
extrato bruto da enzima purificada, 100 pL de uma solucdo de Carboximetilcelulose
(CMC) a 1%, e 100 pL de tampédo de acetato de sddio (0,1 M, pH 5). Essa mistura foi
incubada a 50°C por 10 minutos, seguida pela adicdo de 200 pL de &cido
3,5-dinitrossalicilico, posteriormente incubada novamente a 100°C por 5 minutos, por fim,
adicdo de 2 mL de agua destilada e medida. A atividade foi determinada pela leitura da
absorbancia em espectrofotbmetro a 540 nm dos extratos enziméticos juntamente com a
solugédo em branco .

Resultados:

Através do gréafico 1 pode-se relacionar respostas experimentais relacionando a variavel
tempo obtendo a melhor condicdo de producdo enzimatica. Os resultados foram
tabelados e o melhor tempo que gerou uma maior atividade enzimética foi o de 168 horas,
7 dias. Obtendo uma atividade enzimatica de 0,130 U/ mL.

Cinética da atividade de endoglucanase
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Foi realizada uma atividade cinética de atividade enzimética, onde foi realizada durante
quinze dias com o objetivo de avaliar a produgédo da enzima endoglucanase. A variagéo
da atividade enzimatica em fung¢do do tempo encontrado na tabela 1 produzidos pelo
A.Nigger pode ser pelo fato do microorganismo ndo ser afetado por baixos valores de
atividade de agua , niveis de nutrientes e temperatura segundo PALACIOS-CABRERA et
al. (2005).c

Segundo DEL BIANCHI et al (2011) o controle de umidade, temperatura e o pH do meio,
além das caracteristicas do substrato sdo as variaveis analisadas com maior frequéncia
guando se trata de FES . Com isto, pode-se compreender que 0 microorganismo ira
inicialmente adaptar-se ao meio produzindo enzimas para degradar celulose e
alimentar-se, posteriormente com a sucessdo dos dias esse substrato vai diminuindo, o
gue diminui a atividade enzimatica também do fungo devido a biodisponibilidade dos
recursos no meio.

Portanto, através do trabalho desenvolvido pode-se compreender o tempo
necessario para producédo de endoglucanase, aplicando em residuos industriais de cacau.
O valor agregado para fins industriais pode e deve ser amplamente discutido como
alternativa para tratamento e enriquecimento de residuos.

Conclusdo: O tempo necessario para producdo da endoglucanase por A. Niger
utilizando como substrato a casca da améndoa de cacau foi de 168 horas obtendo uma
atividade média de 0,130 U/mL. A partir desse tempo de fermentacdo o valor da
atividade da endoglucanase diminui, ndo sendo necessario um tempo extenso para a
producdo desta enzima. Os resultados evidenciaram que € possivel agregar valor a
residuos agroindustriais, obtendo a partir dele um produto de importancia para areas
industriais.
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