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RESUMO - Os processos industriais, no geral, além do produto de interesse, geram
maltiplas saidas de outros materiais em forma de residuos e emissdes ndo incorporadas
no produto final que geralmente sdo aceitas como efeito normal no processo de
fabricagdo. Nos Ultimos anos tem se intensificado o aproveitamento de residuos
agroindustriais, e uma das formas de agregar-lhes valor é submeté-los a processos
fermentativos para obtencdo de produtos de maior valor agregado e a0 mesmo tempo
minimizar o seu despejo no meio ambiente. A producdo de enzimas a partir de
processos fermentativos tem sido vista como uma saida possivelmente sustentavel para
os residuos agroindustriais. Dessa forma, este trabalho teve por objetivo avaliar o
residuo agroindustrial de acerola para ser utilizado na producéo de celulases através de
processos fermentativos em estado sélido. Para isso, inicialmente foi realizada a
caracterizacdo fisico-quimica do residuo, em seguida foram montadas isotermas de
sorcdo de agua, e por fim foi realizado um teste preliminar de producdo da enzima. A
caracterizacdo fisico-quimica mostrou que esse residuo tem potencial para ser
utilizado na producédo de celulases em fermentacGes em estado solido por apresentar
condicBes favoraveis ao processo de fermentacdo como pH acido (3,54) e fonte de
carbono representada pelos agucares redutores (9,42 %) e pela celulose (44,30 %). Nas
condicGes estudadas, a atividade enzimatica maxima alcancada foi de 1,25 U/g apds
216 horas de fermentacao.

1. INTRODUCAO

Os processos industriais e agroindustriais, no geral, além do produto de interesse, geram
multiplas saidas de outros materiais em forma de residuos e emissfes ndo incorporadas no
produto final que geralmente sdo aceitas como efeito normal no processo de fabricagdo. Nos
ultimos anos tem se intensificado o aproveitamento de residuos, especialmente 0s
agroindustriais. Dessa forma, vém sendo desenvolvidos alguns processos biotecnoldgicos para
utilizar esses materiais na producéo de acidos organicos, enzimas e alcool, gerando produtos
de grande valor econdémico e atendendo a proposta ZERI “Zero Emissions Research
Initiative”, que estabelece uma mudanga de paradigmas no conjunto das atividades
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econbmicas, particularmente dos processos de producdo industrial. Essa estratégia objetiva a
transformacdo da matéria-prima em bens Uteis sem danificar o meio ambiente, colocando os
residuos e emissdes como insumos para outros produtos (Israel, 2005).

Os residuos agroindustriais, constituidos principalmente por cascas e sementes de
vegetais, geralmente ndo recebem a devida atencéo, no sentido de serem usados ou reciclados,
evitando o desperdicio. Isto, possivelmente, ocorre devido a falta de valor comercial desse
produto (Soong & Barlow, 2004). No entanto, vale ressaltar que a casca e as fracdes da
semente de certas frutas exibem elevadas concentracdes de substancias interessantes para
certos processos. Uma das formas de agregar valor aos residuos agroindustriais, no geral, é
submeté-los a processos fermentativos para obtencdo de produtos de maior valor agregado e
ao mesmo tempo minimizar o despejo desses rejeitos no meio ambiente. Dentre outros
processos, a producdo de enzimas a partir de processos fermentativos tem sido vista como
uma saida possivelmente sustentavel para os residuos agroindustriais.

As celulases sdo enzimas capazes de hidrolisar as ligacbes p-1,4-glicosidicas da cadeia
da celulose, que é o principal componente da parede celular da biomassa vegetal. Essas
enzimas tém uma ampla variedade de aplicacdes industriais, sendo utilizadas como aditivo no
preparo de enzimas digestivas, como componente de detergentes, no clareamento e
amaciamento de fibras, no tratamento de aguas residuais, entre outros (Bhat & Bhat, 1997).

A producdo de celulases por acdo microbiana tem sido foco de muitos estudos com o
objetivo de estabelecer as melhores condi¢des para a produgdo dessas enzimas. Nesse
processo de producdo da enzima, um microrganismo € utilizado como agente metabolizador
de fontes de carbono presentes em um meio de cultivo, de forma que as enzimas sdo
sintetizadas e excretadas (Tavares, 2009).

Dentro desse contexto, este trabalho teve como objetivo avaliar o residuo agroindustrial
de acerola do Sertdo Pernambucano para ser utilizado como substrato em processos
fermentativos de producgdo de celulases, minimizando o despejo desses residuos no meio
ambiente e a0 mesmo tempo obtendo um produto de maior valor agregado.

2. MATERIAL E METODOS

O residuo de acerola utilizado nesse trabalho foi cedido pela industria de
beneficiamento de frutas NIAGRO - Nichirei do Brasil Agricola Ltda., localizada no distrito
industrial em Petrolina/PE. O preparo do residuo foi realizado em trés etapas: secagem,
moagem e armazenamento. A secagem foi realizada em um secador de bandejas com
circulacdo forcada de ar a uma temperatura de 55 °C até que fosse atingida massa constante.
Apds o processo de secagem, o residuo foi entdo moido em um moinho de facas e por fim foi
embalado a vacuo em embalagens de polietileno de alta densidade.

2.1. Caracterizagao fisico-quimica

Como etapa inicial do trabalho, foi realizada uma caracterizagdo fisico-quimica do
residuo de acerola, na sua forma desidratada e moida, com o objetivo de verificar quais 0s
componentes presentes naquele material, de forma que fosse possivel avaliar a possibilidade
de utilizad-lo como substrato na fermentacdo em estado solido para producdo de enzimas
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celuloliticas. Todas as analises da caracterizacdo fisico-quimica seguiram as metodologias
descritas a seguir e foram realizadas em cinco repeticbes para que fosse possivel a
determinacéo de parametros estatisticos, como o desvio padrao e o coeficiente de variacao.

Densidade Aparente, Densidade Real, pH e Solidos Sollveis: as analises foram
realizadas seguindo as metodologias descritas em Brasil (2005).

Umidade, Cinzas, Extrativos, Lignina, Holocelulose e Hemicelulose: as analises foram
realizadas seguindo as metodologias descritas em Morais et al. (2010).

Granulometria: o perfil granulométrico do residuo foi determinado seguindo as
recomendacdes da NBR — 7181 da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT, 1984).

Porosidade: a porosidade do material foi determinada seguindo a metodologia descrita
por Keey (1991).

Acucares Redutores: a concentracdo de agUcares redutores foi determinada seguindo a
metodologia descrita por Miller (1959).

2.2. Levantamento das Isotermas de Sorc&o de Agua

Para o levantamento da isoterma de sorcdo de agua do residuo de acerola foram
preparadas diversas amostras do residuo com umidades diferentes, de forma a obter-se
diferentes atividades de &gua no mesmo material. Para isso, foram preparadas amostras de 5 g
de residuo com diferentes volumes de agua destilada, variando de 0 a 5 mL de agua destilada
para cada 5 g de residuo, de modo a simular as condi¢fes de incubacdo de uma fermentagédo
em estado solido. Apo6s ser umidecida, cada amostra preparada foi levada a geladeira em
recipientes herméticos e deixados por um periodo de 24 horas em repouso para uniformizacéao
0 meio. Apds esse tempo, as amostras foram retiradas da geladeira, deixadas em um
dessecador para atingir a temperatura ambiente e em seguida foram realizadas as analises de
atividade de agua e da umidade de equilibrio do material. A atividade de dgua das amostras
foi analisada diretamente em equipamento Thermoconstanter Novasina RTD 200 TH2 a 25,
30, 35 e 40 °C e as analises de umidade de equilibrio foram realizadas seguindo a
metodologia descrita em Brasil (2005) semelhantemente com a utilizada na caracterizacéo
fisico-quimica. A partir dos dados de atividade de agua e da umidade de equilibrio, foram
construidas as isotermas de sorcdo do material.

2.3. Teste Preliminar de Producéo de Celulases

O teste preliminar de producdo de celulases por fermentacdo em estado sélido com o
residuo de acerola foi realizado com o microrganismo Trichoderma reesei com uma
concentracdo de 107 esporos/g, a uma temperatura de 30 °C, em erlenmeyers de 250 mL
contendo aproximadamente 20 g de meio fermentativo, previamente esterilizados, e tampados
com tampdes de gaze e algoddo. O meio fermentativo foi reumidificado para ter uma umidade
inicial de 45 %, além de ser enriquecido com uma concentracdo da fonte de nitrogénio de 1
%. O processo fermentativo foi avaliado ao longo do tempo quanto a umidade, ao pH, aos
acucares redutores e a atividade enzimatica, expressa em carboximetilcelulase, até 336 horas
de fermentacao.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizacao fisico-quimica

A Tabela 1 apresenta os resultados obtidos da caracterizacao fisico-quimica do residuo
agroindustrial de acerola, bem como os seus parametros estatisticos como o desvio padrdo e o
coeficiente de variacgéo.

Tabela 1 — Caracterizagao fisico-quimica do residuo agroindustrial de acerola.

PARAMETROS VALOR | *CV (%)
Densidade aparente (g/mL) | 0,26 + 0,00 0,00
Densidade real (g/mL) 1,00 £ 0,00 0,00

Porosidade 0,74 -
pH 3,54 +0,01 0,28
Umidade (%) 7,98 £ 0,21 2,63
Cinzas (%) 2,36 + 0,05 2,11
Extrativos (%) 14,89 + 0,95 6,41
Lignina (%) 28,03 + 0,68 2,42
Holocelulose (%) 44,30 + 0,65 1,47

Hemicelulose (%) 0,48

Sélidos Solaveis (%) 29,97 £ 0,20 0,67
Acucares Redutores (%) | 9,40+£0,10 1,06
* Coeficiente de Variacéo (%)

A Tabela 1 mostra que a umidade encontrada no residuo de acerola, 7,98 %, permite
uma melhor conservacdo do produto, aumentando o tempo de vida Gtil, uma vez que reduz a
agua disponivel para a proliferacdo dos microrganismos e para as reacfes quimicas (Chaves et
al., 2004), além de possibilitar 0 ajuste da umidade do material para ser utilizado em
processos fermentativos apenas com adicdo de agua.

O pH encontrado no residuo de acerola, 3,54, mostra que esse € um residuo que pode
ser classificado como &cido e, por conseguinte, de dificil ataque microbiano. Além disso, essa
faixa de pH é ideal para o desenvolvimento das atividades metabolicas de fungos
filamentosos. Souza (2008) estudando a producdo de pectinases por fermentacdo semi-sélida
utilizou como substrato o residuo do maracuja o qual apresentou um pH &cido com um valor
de 3,57.

Segundo Fontana et al. (2005), substratos que apresentam concentragdes balanceadas de
acUcares e pectina, indutor da pectinase, tem mostrado altos rendimentos em enzimas
pectinoliticas. Dessa forma, pode-se pressupor que para producdo de celulase deva existir
também um valor 6timo da relacdo entre acglcares redutores e a celulose, que é a fonte
indutora na producéo das celulases. A concentracdo de agUcares redutores encontrada no
residuo de acerola foi de 9,40 %, quantidade essa suficiente para ser utilizada como fonte
nutricional para o desenvolvimento de microrganismos em processos fermentativos. E a
concentracdo de celulose (holocelulose) encontrada no residuo de acerola foi de 44,30 %,
valor este suficiente para induzir a producédo de enzimas celuloliticas e elevado se comparado
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com o encontrado por Ferreira et al. (2007) no subproduto da agroindustria do caju que foi de
21 %.

Além de outras caracteristicas fisico-quimicas, € necessario, avaliar a estrutura fisica do
substrato, sobretudo, quanto ao tamanho das suas particulas e a porosidade, que determinam a
area superficial acessivel ao microrganismo e uma posterior etapa de extracdo da enzima em
processo soélido-liquido. Na Figura 1 encontra-se o perfil granulométrico do residuo
agroindustrial de acerola.
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Figura 1 — Perfil granulométrico do residuo agroindustrial de acerola.

Como pode ser observado pela distribuicdo granulométrica apresentada na Figura 1, o
residuo de acerola tem a maioria das suas particulas com um diametro entre 0,30 e 0,60 mm e
o didmetro médio das particulas é de aproximadamente 0,40 mm. O didmetro médio das
particulas desse residuo aproxima-se de outros estudos que utilizaram residuos
agroindustriais, como o de Correia (2004) que estudou o enriquecimento proteico do residuo
de abacaxi e trabalhou com particulas de tamanho maior que 0,42 mm. Tavares (2009),
estudando a producdo de celulases por fermentacdo em estado solido em residuo de caju
utilizou o substrato com particulas de, em média, 0,42 mm.

A porosidade do leito formado por esse residuo foi de 0,74, como apresentado na
Tabela 1, o que favorece a aeracdo do sistema, disponibilizando o oxigénio necessario ao
desenvolvimento do microrganismo. Além do tamanho das particulas, a porosidade esta
relacionada com a densidade aparente (0,26 g/cm®) que revela o quanto o substrato tende a
ndo se compactar completamente, gerando 0s espacos vazios entre as particulas do substrato,
suficientes para respiragdo e metabolismo por parte do microrganismo.

3.2. Levantamento das Isotermas de Sorcéo de Agua

A Figura 2 apresenta as isotermas de sorcdo de agua do residuo agroindustrial de
acerola nas temperaturas de 25, 30, 35 e 40 °C.
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Figura 2 — Isotermas de sorcédo de agua do residuo de acerola a 25, 30, 35 e 40 °C.

Avaliando as isotermas de sorcéo de agua do residuo de acerola, mostradas na Figura 2,
pode-se perceber que, como nos materiais higroscopicos, a umidade de equilibrio aumenta
com 0 aumento da atividade de &gua (ay), em todas as temperaturas estudadas. Além disso,
observa-se que umidades de equilibrio a partir de 20 % correspondem a uma atividade de
agua suficiente para o crescimento de fungos filamentosos para todas as temperaturas.

3.3. Teste Preliminar de Producéo de Celulases

As Figuras 3 e 4 apresentam os resultados obtidos para umidade, pH, agUcares redutores
e atividade celulolitica, expressa em carboximetilcelulase, do teste preliminar de producdo de
celulases com o residuo de acerola utilizando o Trichoderma reesei.
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Figura 3 — Perfil cinético da umidade (%) e o do pH ao longo do processo de producdo de
celulases por fermentagdo em estado sélido com o residuo de acerola.
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Figura 4 - Perfil cinético da concentracdo de acucares redutores (g/g) e da CMCase (U/g) ao
longo da producéo de celulases por fermentacdo em estado sélido com o residuo de acerola.

Avaliando os resultados apresentados na Figura 3 percebe-se que a umidade do meio
diminui consideravelmente ao longo do processo de fermentacdo, fato este que pode ser
justificado pelas atividades metabolicas ocorridas durante o processo. O pH manteve-se
praticamente constante ao longo de todo o processo fermentativo, sofrendo leves aumentos e
diminui¢cdes no seu valor, 0 que pode esta associado a producdo e assimilacdo de &cidos
organicos ocorridas durante a fermentacédo (Botella et al., 2007).

Como mostrado na Figura 4, os agUcares redutores presentes no residuo de acerola
foram hidrolisados desde o inicio do processo até 120 horas de fermentacdo, a partir de onde
se manteve constante até o final do processo fermentativo. Além disso, percebe-se que apos
24 horas do inicio do processo ja se obteve uma atividade enzimatica, expressa em
carboximetilcelulase, de 0,36 U/g e a maior atividade alcancada foi de aproximadamente 1,25
U/g ap6s 216 horas de fermentacao.

4. CONCLUSOES

A caracterizacdo fisico-quimica mostrou que o residuo agroindustrial de acerola tem
potencial para ser utilizado na producédo de celulases em fermentacdes em estado sélido por
apresentar condicGes favoraveis ao processo de fermentacdo como um pH que caracterizam o
meio &cido, e por apresentar fontes de carbono representadas pelos agucares redutores (9,40
%) e pela celulose (44,30 %).

Além disso, os testes preliminares de producgdo das celulases utilizando o residuo de
acerola mostraram que, nas condigdes estudadas, a atividade enziméatica maxima alcangada foi
de 1,25 U/g ap6s 216 horas de fermentacéo.
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