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Resumo
Os bioprocessos em estado soélido (BES) sdo processos empregados na

obtencdo de enzimas e no incremento do teor proteico em residuos solidos
através da utilizacdo de micro-organismos. O trabalho foi dividido em trés
artigos, sendo que no primeiro é feito uma revisdo sobre o potencial
tecnoldgico e biotecnolégico dos frutos do cerrado, estes frutos apresentam
vantagens nutricionais, producdo de compostos bioativos e alguns sdo ricos em
acidos graxos. No segundo artigo foi avaliado o desenvolvimento do micro-
organismo Lichtheimia ramosa em substratos compostos de residuos de frutos
do cerrado, bocaiuva, guavira e pequi e sua capacidade de producao de
enzimas amilase, xilanase, CMCase e B-glicosidase via BES, nas temperaturas
de 25°C, 30°C e 35°C durante 168 horas. L. ramosa apresentou boa adaptacéo
a todos os substratos e temperaturas analisados, porém atingiu melhor
crescimento a 35°C. A atividade enzimatica mais expressiva ocorreu para
xilanase com 144h de cultivo, nos substratos compostos de residuos de
bocaiuva (35°C) e guavira (30°C) com 1,802 U/mL e 1,094 U/mL,
respectivamente. E por fim, no terceiro artigo foi analisado o enriqguecimento
proteico de residuos de bocaiuva, pequi, guavira, araticum e seriguela e a
producéo de lipases por meio de BES com 0 mesmo micro-organismo, a 30°C
por 40 dias. O enriquecimento proteico foi obtido para todos 0s meios,
apresentando niveis superiores em residuos de seriguela (391,66%), seguido
de pequi (160,04%), araticum (143,31%), guavira (102,42%) e bocaiuva
(67,88%). Para as analises enziméaticas obteve-se com o substrato composto
de residuos de guavira o melhor resultado (1,12 U/g), seguido de araticum
(0,58 U/g), seriguela (0,41 U/g) e bocaiuva (0,21 U/g). Observou-se nos
experimentos realizados o potencial para producdo de enzimas e
enriguecimento proteico por L. ramosa em residuos de frutos do cerrado via
BES.

Palavras-chave: Bioprocesso em estado sélido; Enriquecimento proteico;

Enzimas; Frutos do cerrado.



Abstract

The solid state bioprocess (SSB) are process used in obtaining the enzyme and
increasing the protein content in solid waste by using micro-organisms. The
work was divided into three articles. The work was divided into three articles,
the first being that a review is made on the technological and biotechnological
potential of Cerrado fruits, these fruits have nutritional advantages, production
of bioactive compounds and some are rich in fatty acids. In the second article
evaluated the development of micro-organism Lichtheimia ramosa in substrates
composed of residues of fruits of the cerrado, bocaiuva, guavira and pequi and
its ability to produce amylase, xylanase, CMCase and B-glucosidase via SSB, at
temperatures 25°C, 30°C and 35°C for 168 hours. L. ramosa showed good
adaptation to the substrate and all temperatures tested, but improved growth
rate reached 35°C. The enzymatic activity was more significant for xylanase
with 144h of culture, the substrates composed of residues of bocaiuva (35°C)
and guavira (30°C) at 1,802 U/mL and 1,094 U/mL, respectively. And finally, the
third article, we investigated the enrichment of protein residues in the bocaiuva,
pequi, guavira, araticum and seriguela, and lipase production by SSB with the
same micro-organism, at 30°C for 40 days. The enrichment of protein was
obtained for all modes, with higher levels in waste seriguela (391,66%),
followed by pequi (160,04%), araticum (143,31%), guavira (102,42%) and
bocaiuva (67,88%). For enzymatic analyzes were obtained with substrates of
waste guavira the best result (1,12 U/g), followed by araticum (0,58 U/g),
seriguela (0,41 U/g) and bocaidva (0,21 U/g). It was observed in the
experiments the potential for enzyme production and for protein enrichment L.
ramosa residues in fruits of the cerrado via SSB.

Keywords: Solid state bioprocess; Protein enrichment; Enzymes, Fruits of the

cerrado.
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1 INTRODUCAO GERAL

Os frutos do cerrado, muito utilizados pelas comunidades locais para
consumo na forma in natura, producdo de doces, geléias e sucos, sdo ainda
explorados de maneira extrativista (RIGUEIRA, 2003). H4 uma tendéncia no
aumento de consumo desses frutos que se caracterizam pelo valor nutricional,
presenca de fibras, vitaminas, minerais e antioxidantes (VIEIRA, 2006).

O interesse em processar e utilizar os frutos do cerrado que atinge
diversos segmentos da sociedade (GUIMARAES et al., 2008), tende a
aumentar a liberacdo de residuos. Esses residuos possuem alta concentracdo
de matéria organica, que favorece o crescimento de espécies fangicas por
meio de BES (CORREIA et al., 2007).

BES caracteriza-se por um bioprocesso em que micro-organismos
crescem em materiais solidos sem a presenca de agua livre (KRISHNA, 2005).
Esse bioprocesso é utilizado para producdo de enzimas e na bioconversdo de
substratos visando o enriquecimento proteico.

Espécies fungicas sdo comumente utilizadas por BES (CASTILHO et al.,
2009). O micro-organismo Lichtheimia ramosa por sua rapida colonizagcdo
torna-se um micro-organismo com potencial para aplicacdo em BES para

obtencado de produtos de interesse biotecnoldgico.

1.2 OBJETIVOS

- Estudar o desenvolvimento do micro-organismo Lichtheimia ramosa em
substratos compostos de residuos de frutos do cerrado via bioprocesso em
estado sodlido.

- Avaliar a capacidade de Lichtheimia ramosa para a producdo das enzimas
amilase, xilanase, CMCase e [-glicosidase em substratos compostos de
residuos de bocaiuva, guavira e pequi via bioprocesso em estado sélido.

- Analisar o potencial de Lichtheimia ramosa para o enriquecimento proteico e a
producdo de enzimas lipasicas em residuos dos frutos bocaiuva, pequi,

guavira, araticum e seriguela por meio de bioprocesso em estado sélido.
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2 POTENCIAL TECNOLOGICO E BIOTECNOLOGICO DOS FRUTOS DO
CERRADO

RESUMO: O Cerrado € o segundo maior bioma brasileiro e exibe grande
biodiversidade. Os frutos de suas arvores nativas representam uma importante
opcéo de renda para a populacdo local. Estes frutos apresentam caracteristicas
peculiares, sendo reconhecidos por seus aspectos terapéuticos e nutricionais.
Contudo pouco ainda se sabe sob os potenciais tecnologicos e biotecnologicos
dos mesmos e a pouca informacéo existente ainda nao foi compilada. Sabe-se
gue muitos destes frutos contém diversos compostos bioativos de interesse
industrial, como constituintes fendlicos e carotendides. Outro aspecto dos frutos
€ o0 elevado conteudo de acidos graxos de algumas éspécies. Pequi, bocaiuva,
jatoba, baru, amburama e buriti estdo entre as descritas como ricas em acidos
graxos, insaturados em sua maioria. Com este trabalho buscou-se sintetizar
tais informacgBes sobre 18 espécies de frutos do cerrado apontadas como de
interesse para exploracdo sustentada a médio e curto prazos, sob os aspectos
tecnoldgicos e biotecnoldgicos, visando o desenvolvimento de novos produtos,

a partir matérias-primas, marginalmente estudadas.

Palavras-chave: Frutos do Cerrado; Revisao

2.1 INTRODUCAO

O Bioma Cerrado € um dos maiores e mais importantes da América do
Sul e do Brasil, estando presente em diversos estados brasileiros. Cerca de 7%
do Cerrado possui protecdo na forma de reservas ecoldgico-bioldgicas,
parques nacionais e areas indigenas, pequenos e/ou isolados, com limitado
valor de conservacao (MARTINS, 2006).

A biodiversidade do Cerrado é elevada (KLINK; MACHADO, 2005). O
namero de plantas vasculares é superior ao encontrado na maioria das regiées
do mundo: plantas herbaceas, arbustivas, arbéreas e cipds somam mais de
7.000 espécies (MENDONCA et al., 1998).
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Muitas espécies nativas do Cerrado possuem caracteristicas peculiares,
formas variadas, cores atrativas e sabores -caracteristicos, constituindo
potenciais fontes de exploracdo econdOmica. As frutas sao nutritivas e
empregadas na dieta popular como complemento alimentar, sendo consumidas
sob diversas formas (ALMEIDA et al., 1998; MARTINS, 2006).

2.2 CERRADO

O bioma Cerrado esta localizado na regido central do Brasil. Abrange os
Estados de Goias, Tocantins, Distrito Federal, parte dos Estados da Bahia,
Ceara, Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Piaui,
Rondb6nia e Sao Paulo além de ocorrer em éareas disjuntas ao norte nos
Estados do Amap4, Amazonas, Para e Roraima (RIBEIRO; WALTER, 1998).

O Cerrado é formado por diferentes fisionomias vegetais, desde as
formacdes de savana a formas florestais, como mata de galeria. O bioma
Cerrado apresenta uma alta rigueza de espécies e alto endemismo de plantas
e vertebrados e esta sob um rapido processo de conversédo para plantios de
soja e de milho, pecuaria extensiva e uma expansao iminente de plantacfes de
cana-de-acucar. Atualmente, cerca de 39% de sua area total estd em
condi¢cOes de terra sem cobertura vegetal (CARVALHO et al., 2009). Devido ao
seu elevado grau de endemismo e forte pressdo humana, o Cerrado €
considerado um dos hotspots (area prioritAria de preservacdo) para a
conservagao da biodiversidade no mundo (MYERS et al., 2000). De acordo
com Silva et al. (2006), insuficientes esfor¢cos séo feitos para sua conservacgao.
Apenas 2,2% do Cerrado € protegido e no ritmo atual de perda, o ecossistema
pode ser extinto em 2030 (MARRIS, 2005).

Eiten (1972) e Ratter et al. (1997) publicaram detalhes sobre o Cerrado
Brasileiro, reportando que este € dividido em 3 tipos segundo sua estrutura:
Cerradao, Cerrado e Campos. O Cerradédo apresenta dossel quase fechado,
com arvores entre 12 e 15 m de altura, os Campos tém cobertura de dossel de
até 5%, enquanto o Cerrado propriamente dito possui 20 a 30% de cobertura
arborea, sendo o tipo mais extenso no Brasil.

A Regido do Cerrado apresenta grande diversificacdo faunistica e
floristica em suas diferentes fisionomias vegetais e as fruteiras nativas ocupam
lugar de destaque nesse bioma (AVIDOS; FERREIRA, 2000).

17



2.3 FRUTOS DO CERRADO

Os frutos do cerrado s&o uma importante opcao de renda e alimentos
para as populacdes que vivem nessa regido. As espécies frutiferas apresentam
um grande potencial de utilizacdo agricola, sendo tradicionalmente utilizadas
pela populacdo local. Os frutos sdo extraidos de maneira extrativista e, em
geral, consumidos in natura ou na forma de sucos, licores, sorvetes, geléias e
doces diversos (SILVA et al., 2008).

As informacdes sobre os frutos do cerrado até 1994 estavam publicadas
de maneira dispersa (VIEIRA et al., 2006). Nesse mesmo ano informacdes
botanicas, agrondmicas e nutricionais sobre 35 espécies dos frutos mais
importantes para esta regido foram reunidas em um livro (SILVA et al.,1994),
posteriormente ampliado e reeditado com 57 espécies (SILVA et al., 2001a). A

Tabela 2.1 apresenta os principiais frutos presentes no Cerrado Brasileiro.
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Tabela 2.1. Principais frutos do cerrado, incluindo nome comum e cientifico e

frutificagéo.

Nome comum

Nome cientifico

Frutificacao

Amburana®®

Ananas/Abacaxi-do-Cerrado**

Araca'”®

Araticum™*

Babacu?

Bacupari®
Banha-de-Galinha®®
Baru™*

Buriti*

Cagaita™*
Caju-de-Arvore-do-Cerrado?
Caju-Rasteiro?
Cajuzinho-do-Cerrado®
Chicha®
Coquinho-do-Cerrado*
Croadinha®

Curriola®

Fruto-do-Tatu?
Gabiroba/Guavira™®
Gravata®

Guapeva'

Guariroba®
Inga-do-Cerrado™®
Jaracatia®
Jatoba-do-Cerrado™®
Jatoba-da-Mata®

Jeriva®

Lobeira™®
Macatba/Bocaiuva™®
Mama-Cadela®
Mangaba™®*

Maracuja-de-Cobra®

Amburana cearensis
Ananas ananassoides
Psidium firmum

Annona crassiflora
Orbygnia cf. phalerata
Salacia crassiflora
Swartzia langsdorfii
Dypterix alata

Mauritia flexuosa
Eugenia dysenterica
Anacardium othonianum
Anacardium pumilum
Anacardium humile
Sterculia striata

Syagrus flexuosa
Mouiriri elliptica

Pouteria ramiflora
Crhysophyllum soboliferum
Campomanesia pubescens
Bromelia balansae
Pouteria cf. gardineriana
Syagrus oleraceae

Inga alba

Jacaratia hiptaphylla
Hymenaea stigonocarpa
Hymenaea stilbocarpa
Syagrus romanzoffiana
Solanum lycocarpum
Acrocomia aculeata
Brosimum gaudichaudii
Hancornia speciosa

Passiflora coccinea

Ago. a Set.
Ago. a Nov.
Out. a Dez.
Set. a Nov.
Out. a Jan.
Set. a Dez.
Ago. a Out.
Jan. a Mar.
Dez. a Jun.
Set. a Out.
Set. a Out.
Set. a Out.
Set. a Nov.
Ago. a Set.
Jan. a Abr.
Set. a Out.
Set. a Mar.
Nov. a Jan.
Set. a Nov.
Out. a Mar.
Nov. a Fev.
Set. a Jan.
Jul. a Set.
Jan. a Mar.
Abr. a Jul.
Set. a Nov.
Abr. a Nov.
Mar. a Jul.
Mar. a Jun.
Ago. a Set.
Jul. a Out.

Set. a Nov.
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Tabela 2.1. Principais frutos do cerrado, incluindo nome comum e cientifico e

frutificacdo (continuagéo)

Nome comum Nome cientifico Frutificacéo
Maracuja-do-Cerrado®* Passiflora cincinnata Out. a Mar.
Maracuja-Doce? Passiflora alata Fev. a Abr.
Maracuja-Nativo? Passiflora eichleriana Out. a Mar.
Maracuja-Roxo? Passiflora edulis Fev. a Ago.
Marmelada-de-Bezerro! Alibertia edulis Set. a Nov.
Marmelada-de-Cachorro? Alibertia sessillis Out. a Dez.
Marmelada-de-Pinto? Alibertia elliptica Out. a Dez.
Melancia-do-Cerrado? Melancium campestre Mai. a Jul.
Murici*® Byrsonima verbascifolia Nov. a Fev.
Palmito-da-Mata® Euterpe edulis Abr. a Out.
Pequi** Caryocar brasilliense Nov. a Fev.
Pequi-An&o? Caryocar brasilliense subsp. Fev. a Abr.
Intermedium

Péra-do-Cerrado® Eugenia klostzchiana Out. a Dez.
Perinha? Eugenia lutescens Set. a Nov.
Pimenta-de-Macaco® Xylopia aromatica Ago. a Nov.
Pitanga-Vermelha? Eugenia calycina Set. a Dez.
Pitomba-do-Cerrado®® Talisia esculenta Out. a Jan.
Pucéa’ Mouriri pusa Set. a Out.
Saputé® Salacia elliptica Out. a Dez.
Tucum-do-Cerrado? Bactris spp. Jan. a Mar.
Uva-Nativa-do-Cerrado? Vitis spp. Jan. a Mar.

FONTE: 'ALMEIDA et al., 1998; “OLIVEIRA; ROCHA, 2008. 3Espécie encontrada também na
CaatingSa. *Frutos de elevado potencial de exploragéo sustentada a curto prazo (VIEIRA et al.,
2006). “Frutos com potencial de exploracao sustentada a médio prazo (VIEIRA et al., 2006).
®Também reportadas na literatura como espécies com potencial de exploragéo sustentada.

O abacaxi-do-cerrado e o0 maracuja-do-cerrado apesar de reportados
como especies com potencial de exploragdo a meédio e curto prazo,
respectivamente (VIEIRA et al., 2006), sdo pouco descritas na literatura. As

demais espécies destacadas na Tabela 2.1 sdo brevemente descritas a seguir.
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2.3.1 Amburana (Amburana cearensis)

Pertence a Familia Leguminosae. Além de amburana recebe nomes
como cerejeira-rajada, cumaré e cumaru (ALMEIDA et al., 1998). Essa planta é
conhecida pela medicina popular por possuir 6leos volateis nas cascas e
sementes (CARVALHO, 1994).

2.3.2 Aracéa (Psidium firmum)

Pertence a Familia Myrtaceae (ALMEIDA et al., 1998). E também
conhecido como goiabinha. E uma planta melifera com fruto comestivel e
folhas utilizadas na medicina popular sob a forma de cha (BRANDAO;
FERREIRA, 1991). O ara¢é ndo esta presente apenas no bioma Cerrado, mas
também Mata Atlantica e na Amazénia. E um fruto acido e sua polpa € utilizada

no preparo de sucos, sorvetes e geléias (GENOVESE et al., 2008).

2.3.3 Araticum (Annona crassiflora)

Pertence a Familia Annonaceae. Os frutos do araticum s&o também
conhecidos como marolo. Os frutos séo utilizados na alimentagédo e sdo muito
apreciados por sua polpa doce, amarelada e de aroma bastante forte. As
sementes possuem acdo contra afeccOes parasitarias do couro cabeludo
(ROESLER et al., 2007).

2.3.4 Banha de Galinha (Swartzia langsdorfii)

Pertence a Familia Leguminosae. A espécie também é conhecida como
banana de papagaio e pacova-de-macaco. A arvore de banha de galinha é
pequena e notavel pelos frutos muito grandes (semelhante a manga comum)
com arilos polposos, cor de laranja. Para o homem, seu cheiro ndo € muito
apreciado (PULIDO et al., 2000; ROESLER et al. 2007).

2.3.5 Baru (Dypterix alata)

Pertence a Familia Leguminosae. O baru ocorre na regido de planalto
central € uma excelente fonte de Oleo e proteina. Este fruto possui diferentes
denominagbes, como cumbaru, baruju, coco-feijao, emburena-brava, pau

cumaru, cumbaru, cumarurana ou fruta-de-macaco. Sua améndoa pode ser
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consumida integralmente como aperitivo ou pode ser fracionada em 6leo ou

farelo, sendo uma fonte bastante rica em proteinas (GUIMARAES et al., 2008).

2.3.6 Bocaiuva (Acrocomia aculeata)

Pertence a Familia Arecaceae. E também conhecida como macauiba.
Esta palmeira é encontrada em quase todo territorio brasileiro, estando entre as
principais espécies encontradas no Pantanal Sul Mato-grossense e no Cerrado
Brasileiro (KOPPER et al., 2009). Seus frutos podem ser consumidos tanto na
forma in natura quanto na forma processada de farinha. A bocailva possui
elevada importancia do ponto de vista ecoldgico, pois é utilizada como recurso
alimentar para diferentes espécies da fauna local e na colonizacdo de areas
degradadas devido a facilidade em se adaptarem a diferentes climas e solo
(LORENZI, 2006).

2.3.7 Buriti (Mauritia flexuosa)

Pertence a Familia Arecaceae. O buriti € uma palmeira nativa do Brasil,
mas que também apresenta crescimento na Venezuela. Sao plantas que
crescem em areas de rios, florestas umidas e cerrados por serem adaptaveis a
periodos de secas ocasionais. O buriti vem sendo amplamente estudado
devido ao Oleo de sua polpa, com potencial para a producdo de biodiesel. O
Oleo do buriti apresenta alta concentracdo de acidos graxos e alta qualidade
nutricional (ALBUQUERQUE et al., 2005).

2.3.8 Cagaita (Eugenia dysenterica)

Pertence a Familia Myrtaceae. O uso alimentar da cagaita € bastante
difundido no Cerrado, sendo consumido in natura, devendo-se ter apenas
algumas precaucdes em relacdo a quantidade ingerida, uma vez que pode
tornar-se laxante, principalmente quando fermentados ao sol (ROESLER et al.,
2007; LIMA et al., 2010). Aléem do valor pela utilizacdo de seus frutos, a espécie
presta-se como planta ornamental e melifera e a extracédo de cortica, podendo
ser usada em pequenas construcdes civis ou na fabricacdo de carvdo. Sua

casca pode ainda ser utilizada em curtumes (TELLES et al., 2001).
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2.3.9 Caju-do-Cerrado (Anacardium sp.)

Pertence a Familia Anacardiaceae. Para essa frutifera h& trés espécies
afins, Anacardium othonianum, Anacardium pumilum e Anacardium humilde
que se diferem pelo tipo de folhas. E também denominada cajui. O uso
alimentar do cajui € muito difundido pela populacdo do Cerrado. Sé&o
consumidas na forma in natura e utilizadas no preparo de sucos, doces, geléias
e sorvetes. Com a fermentacdo da polpa obtém-se uma espécie de vinho ou

aguardente. E reconhecida por sua utilizacdo medicinal (ALMEIDA et al., 1998).

2.3.10 Chiché (Sterculia striata)

Pertence a Familia Malvaceae. E também popularmente conhecida
como amendoim-da-mata, arachacha, castanha-de-macaco e chicha-do-
cerrado (ALMEIDA et al., 1998). Essa planta fornece madeira branca, macia e
leve. A casca contém tanino e as sementes sdo comestiveis, cruas, cozidas ou
torradas (HERINGER, 1947; LORENZI, 1992).

2.3.11 Guavira (Campomanesia pubescens)

Pertence a Familia Myrtaceae. E abundante na Regido do Cerrado.
Recebe ainda o nome popular de guabiroba. A planta apresenta flores brancas,
solitérias, axilares ou terminais. Os frutos sdo comestiveis e consumidos por
varias espécies de passaros e mamiferos (PELLOSO et al., 2008). Os frutos de
guavira coletados em diferentes estagios de amadurecimento apresentam
potencial para serem utilizados in natura na industria de alimentos e como
flavorizantes na industria de bebidas, devido aos seus atributos de qualidade
como, elevada acidez, acido ascorbico, minerais, fibras alimentares e
hidrocarbonetos monoterpénicos, presentes em maior quantidade no o6leo

volétil dos frutos, e que lhes conferem o aroma citrico (VALLILO et al., 2006).

2.3.12 Ing4-do-Cerrado (Inga alba)

Pertence a Familia Leguminosae. E recorrente da Regido do Cerrado,
porém esta também presente na Regidao Amazonica (ALMEIDA et al., 1998). A
madeira é utilizada para carpintaria. O fruto é comestivel e de consisténcia
semelhante ao algoddo. A casca € medicinal e utilizada em forma de cha
(CORREA, 1969).
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2.3.13 Jatoba (Hymenaea stigonocarpa)

O termo jatoba refere-se as espécies arboreas do Género Hymenaea, da
Familia Leguminosae, Subfamilia Caesalpinioideae. O jatobazeiro, conhecido
também por jatai, jutai e jatoba-do-cerrado é uma leguminosa tipica do Cerrado
Brasileiro (SILVA et al., 2001b).

2.3.14 Lobeira (Solanum lycocarpum)

Pertence a Familia Solanaceae E popularmente conhecida como
berinjela, fruta-do-lobo ou lobeira. Seus frutos séo utilizados na alimentacao e
reputados como medicinais, sua polpa possui cheiro muito ativo e penetrante e

contém alcalGides de natureza pouco conhecida (SILVA et al., 1994).

2.3.15 Mangaba (Hancornia speciosa)

Pertence a Familia Apocynaceae. E nativa do Brasil, vegetando
espontaneamente em todo pais, com excecao dos planaltos meridionais e dos
pampas. Esta frutifera vem apresentando um grande potencial de mercado no
segmento de frutas tropicais, com possibilidades de aproveitamento tanto para
0 mercado consumidor interno, quanto para o mercado exportador. Seus frutos
tém boa aceitacdo, podendo ser consumidos in natura ou processados ha

forma de polpas, sucos, sorvetes e doces (ARAUJO et al., 2003).

2.3.16. Murici (Byrsonima verbascifolia)

Pertence a Familia Malpighiaceae. E consumido principalmente in
natura, ou sob a forma de sucos, geléias, sorvetes e licores (ALVES; FRANCO,
2003). O fruto quando maduro, apresenta-se amarelado, com um forte odor
(REZENDE; FRAGA, 2003; ALVES; FRANCO, 2003). A casca é utilizada em
tinturarias para a extragcdo do corante preto e tingimento de tecidos (SILVA
FILHO, 1992).

2.3.17 Pequi (Caryocar brasilliense)

Pertence & Familia Caryocaraceae. E também conhecido popularmente
como piqui, pequia, améndoa de espinho, grao de cavalo ou améndoa do
Brasil. E cultivado em todo o Cerrado Brasileiro. O fruto ndo € consumido in

natura, mas depois de cozido (DA-SILVA et al., 2009). A polpa do pequi &
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utilizada na elaboracao de diferentes pratos, como: arroz, feijao e frango com
pequi. A polpa contém uma boa quantidade de 6leo comestivel e € rica em
vitamina A e proteinas, transformando-se em importante complemento
alimentar. A améndoa € utilizada como ingrediente de farofas, doces e
pacocas, além de ser consumida salgada como petisco. O cultivo do pequi
ainda nao foi domesticado, sendo assim sua producao resulta de extrativismo

(RIGUEIRA, 2003). E talvez o mais estudado dos frutos do cerrado.

2.3.18 Pitomba (Talisia esculenta)

Pertencente & Familia Sapindaceae. E encontrada nas matas de terra
firme ao redor de Manaus e nas capoeiras ralas do Amazonas, Pard,
Maranhdo, Ceara, Paraiba, Bahia, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Pernambuco
e na mata pluvial do Parana (ALVES, 2009), mas também é adaptada aos

Cerrados de Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Goias.

2.4 CARACTERISTICAS E PROPRIEDADES DOS FRUTOS CERRADOS
2.4.1 Composicao Proximal

A utilizagdo da enorme biodiversidade encontrada no Cerrado pode ser
uma alternativa econdmica para o desenvolvimento sustentavel da regiéo.
Muitas espécies nativas sdo utilizadas pela populacdo regional e apresentam
grandes perspectivas de serem utilizadas como matéria-prima no
desenvolvimento de novos produtos (MARTINS, 2006). Desta forma é
imprescindivel o conhecimento destas matérias-primas para a prospeccao de
aplicacdes adequadas as mesmas. O Quadro 2.1 apresenta a composicdo
proximal dos principais frutos do cerrado.

Os frutos com caracteristicas sélidas, como baru, caju-do-cerrado e
jatoba, de um modo geral, apresentam propriedades fisicas e quimicas
excelentes para o consumo, pois sao ricos em nutrientes, tais como proteinas e
lipidios (Quadro 2.1). Suas caracteristicas de alimentos seguros, sob o ponto
de vista microbiolégico sdo adequadas, devido sua baixa umidade e acidez
(MARTINS, 2006).
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O baru e o caju-do-cerrado possuem caracteristicas oleaginosas e
elevados valores energéticos, apresentando-se como fontes em potencial de
gorduras e proteinas, importantes para a constituicdo e manutencdo do
organismo (MARTINS, 2006; SILVA et al., 2008). No que se refere ao baru, a
polpa apresenta alto teor de carboidratos e fibras, ja a semente destaca-se pelo
teor de proteinas (TOGASHI; SGARBIERI, 1994).

As sementes de jatob4-do-cerrado sdo boas fontes de fibras, além disso,
essas sementes apresentam em sua composicdo Xxiloglucanas e
galactomananas, principais hemiceluloses da parede celular de plantas
dicotiledbneas, utilizadas na fabricacdo de papéis (MATUDA; NETTO, 2005).
As polpas de jatoba podem utilizadas para a fabricacdo de biscoitos do tipo
cookie, isentos de acuUcares, substituindo parcialmente a farinha de trigo, para
agregar fibras ao produto (SILVA et al., 2001b).

Os frutos bocaiuva e chicha sdo considerados frutos ricos em
macronutrientes, possuindo um alto valor energético. O teor de lipidios e
carboidratos apresenta-se elevado nos dois frutos, sendo o chicha rico ainda
em proteinas (SILVA et al., 2008).

2.4.2 Compostos Bioativos

Os frutos do cerrado, além de alto valor nutricional, apresentam também
compostos bioativos com aplicacdo nos setores farmacéuticos, cosméticos e
nutricionais (ROESLER et al., 2007). O Quadro 2.2 apresenta frutos do cerrado
com compostos bioativos.

O pequi € um fruto rico em carotendides (LIMA, 2006; DE-OLIVEIRA et
al., 2006). Os carotendides possuem funcdes biolégicas importantes para o ser
humano, como prevencdo de alguns tipos de céancer e também de
fotossensibilizacdo em certas doencas de pele, além de propriedades contra
envelhecimento (COLDITZ et al., 1985; RODRIGUEZ-AMAYA, 1985; OLSON,
1989), além disso, buriti e bocaiuva também sao citados como frutos ricos em
carotendides (BARRETO et al. 2009; RAMOS et al., 2008).
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Roesler et al. (2007) estudaram a performance do extrato etandlico de
casca de pequi, semente de cagaita, semente e casca de araticum e casca de
banha de galinha. Todos os extratos apresentaram alto conteido de compostos
fendlicos, porém os melhores resultados foram com extrato etandlico de casca
e semente de araticum (49,18 mg.mL™ e 30,97 mg.mL™, respectivamente),
enquanto que o extrato etandlico de semente de cagaita apresentou 14,15
mg.mL™, demonstrando potencial antioxidante em todos esses frutos.

A identificacdo de novas fontes alimentares ricas em acido ascérbico é
de grande interesse para a saude publica (GENOVESE et al., 2008). Frutos
COMO a guavira sdo descritos como ricos nesses compostos, sendo importante
para a aplicagdo em produtos farmacéuticos. A guavira destaca-se (234
mg/100g) pois supera frutos como a pitanga (42,9 mg/100g) (MELO et al.,
2000), goiaba (89,78 mg/100g) (LIMA et al., 2002), além de laranja, liméo e
papaia que apresentam valores entre 50 e 100 mg/100g (DE-ANDRADE et al.,
2002). Essa alta concentracdo de &cido ascérbico mostra que a polpa de
guavira é rica em vitamina C (BREDA, 2011).

Portanto o potencial de emprego de cada fruto depende de suas
propriedades especificas. Maiores estudos destas matérias-primas implicardo
na escolha de frutos viaveis para aplicacéo biotecnolégica.
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Quadro 2.1. Composicao proximal de frutos do cerrado, resultados expressos em % (g/100g).

Fruto Porcéo Umidade Proteina Lipidios Cinzas Carboidratos Fibras Referéncia
Analisada bruta totais

Araca P 82,36+0,09 0,50+0,05 0,49+0,04 0,33+0,01 7,67+0,18 8,65+0,15 Silva et al., 2008

Araticum* P 73,29+4,62 1,56+0,49 2,53+1,24 0,94+0,30 19,13+8,51 5,17+0,64 Hiane et al.,, 1992; Martins, 2006;
Roesler et al., 2006; Silva et al.,
2008; Roesler et al., 2007

Araticum* C 54,28+6,24 2,54+0,69 0,95+0,35 0,77+0,28 14,54+4,50 nd Roesler et al., 2006; Roesler et al.,
2007

Araticum* S 34,40+5,94 10,12+0,89 | 15,35+0,97 1,15+0,01 13,48+6,02 nd Roesler et al., 2006; Roesler et al.,
2007

Banha-de-Galinha P 76,22 3,77+0,23 0,46+0,15 0,54+0,10 34,04+2,77 nd Roesler et al., 2007

Banha-de-Galinha C 82,95 7,72+0,23 0,29+0,02 0,62+0,29 17,91+3,31 nd Roesler et al., 2007

Banha-de-Galinha S 45,58 2,67+0,47 0,45%0,05 0,93+0,03 18,41+2,09 nd Roesler et al., 2007

Baru P nd 5,59 3,40 1,70 58,46 29,50 Togashi; Sgarbieri, 1994

Baru S nd 29,59 4,27 2,85 8,27 19,04 Togashi; Sgarbieri, 1994

Bocaiuva/Macautba* P 48,15+10,54 2,05+0,52 13,52+3,60 1,68+0,12 28,13+5,86 10,93+2,91 | Hiane et al.,, 1990; Hiane et al.,
1992; Ramos et al., 2008; Silva et
al., 2008

Buriti* P 70,28+2,01 2,86+0,37 7,28+5,27 1,39+0,30 12,23+1,23 9,96+3,33 Hiane et al., 1992; IBGE, 1999

Cagaita P+C 89,71 2,09+0,48 0,32+0,07 0,23+0,04 20,47+0,59 nd Roesler et al., 2007

Cagaita S 51,15 4,42+1,36 0,49+0,11 0,75+0,12 17,84+1,84 nd Roesler et al., 2007

Cagaita* P 93,17+2,58 0,91+0,12 0,32+0,17 0,26+0,03 4,25+1,65 1,04+0,08 Martins, 2006; Silva et al., 2008

Caju-do-Cerrado P 87,57+0,11 1,18+0,02 0,63+0,05 0,334+0,01 6,97+0,16 4,26+0,16 Silva et al., 2008

Caju-do-Cerrado S 6,35+0,21 22,01+0,65 26,40 2,44+0,09 8,90+0,12 Martins, 2006

Chicha P 6,95+0,02 19,58+0,80 | 21,15+0,53 3,82+0,04 38,10+0,31 10,28 + 0,34 | Silva et al., 2008

Gabiroba/Guavira* P 85,06+3,19 1,05+0,78 0,56 0,37 12,24+2,35 1,17+0,52 IBGE, 1999; Silva et al., 2008;

Inga P 83,00 1,00 0,10 0,40 1,50+ 1,20 IBGE, 1999

Jatoba-do-Cerrado* S 9,84+0,48 7,44+2,28 3,55 2,43+0,90 35,40+1,40 85,31 Matuda; Netto, 2005; Martins, 2006

Lobeira P 74,70 1,79+0,44 0,40+0,05 0,58+0,23 24,17+1,41 nd Roesler et al., 2007

Lobeira C 70,84 2,51+0,50 0,55+0,12 0,61+0,24 30,40+1,01 nd Roesler et al., 2007
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Quadro 2.1. Composicao proximal de frutos do cerrado, resultados expressos em % (g/100g) (continuacao).

Fruto Porcéo Umidade Proteina Lipidios Cinzas Carboidratos Fibras Referéncia
Analisada bruta totais

Lobeira S 36,19 13,41+0,50 3,73+0,26 1,80+1,01 nd nd Roesler et al., 2007

Mangaba* P 83,85+2,04 1,05+0,22 2,27+0,15 0,56+0,03 9,31+1,44 2,16 Hiane et al., 1992; Silva et al., 2008

Murici* P 79,70+3,46 0,83+0,09 2,17+0,86 0,67+0,10 13,3 5,96 IBGE, 1999; Silva et al.,, 2008;
Guimarées; Silva, 2008

Pequi* P 48,61+0,19 1,79+0,81 | 33,28+1,03 | 0,61+0,03 10,49+3,07 5,89+0,45 Hiane et al., 1992; Mariano et al.,
2009

Pitomba* P 86,83 0,78 0,15+0,06 0,11 10,66+2,62 2,20+0,28 IBGE, 1999; Silva et al., 2008

S: semente; P: polpa; C: casca; nd: ndo determinado; *Dados calculados pelas médias dos resultados obtidos pelos autores.
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Quadro 2.2. Compostos bioativos presentes nos frutos do cerrado.

Fruto Porcéo Acido Fendis totais | Carotendides °DPPH/°TEAC Referéncia
Analisada Ascorbico (g GAE/kQ) totais (umol/L Trolox /g°®
(mg AA/100 g) (umol Trolox ou mg GAE/mL)
eq/g® ou ug/g®)

Araca P 4,70 + 0,50 1,29 + 0,09¢9 0,58 + 0,02% 4,10 + 0,20%° Genovese et al., 2008
Araticum C nd 90,72 + 4,99 nd 198,28 + 8,24°" Roesler et al., 2007
Araticum S nd 136,99 + 7,56 nd 417,54 + 11,06 Roesler et al., 2007
Araticum P nd 20,31 + 3,52 nd 1321,93 + 20,77%" | Roesler et al., 2007
Banha-de-galinha C nd 99,18 + 3,93 nd 37,42 + 1,54 Roesler et al., 2007
Banha-de-galinha S nd 7,38 £ 0,42 nd nd Roesler et al., 2007
Banha-de-galinha P nd 4,68 + 0,57 nd nd Roesler et al., 2007
Bocailva P nd nd 49,00+2° nd Ramos et al., 2008
Buriti P 0,70 + 0,00 1,081 + 0,06° 142 +5,0°" 5400,00 + 10,00%° | Barreto et al., 2009
Cagaita P 9,80 + 0,20 1,5+0,11° 1,80 + 0,20° 13,30 + 0,40%¢ Genovese et al., 2008
Cagaita C+P nd 18,38 + 0,81 nd 879,33 + 11,70°" Roesler et al., 2007
Cagaita S nd 136,96 + 6,21 nd 247,93 + 0,29 Roesler et al., 2007
Gabiroba/Guavira P 234 +2 nd nd nd Vallilo et al., 2006
Lobeira C nd 35,15 + 19,26 nd 1328,98 + 9,42°' Roesler et al., 2007
Lobeira S+P nd 35,58 + 19,72 nd 199,34 + 2,75%" | Roesler et al., 2007
Pequi C nd 209,37 £ 3,57 nd 17,98 + 0,35° Roesler et al., 2007
Pequi S+P nd 27,19+ 1,24 nd 534,43 + 7,32°" Roesler et al., 2007
Pequi’ P nd nd 6,78° nd De-Oliveira et al, 2006
Pequy P nd nd 8,37° nd De-Oliveira et al, 2006
Pequi® P nd nd 11,34° nd De-Oliveira et al, 2006

AA: Acido ascérbico; GAE: Acido galico; DPPH: 2,2-difenil-1-picril hidrazil; ©® Métodos para avaliacdo da capacidade de sequestrar radicais livres; ®Valores
convertidos para g GAE/Kg; "Valores convertidos para pg/g; 'coleta na arvore; ‘coleta no chio ap6s queda natural; kcondigé\o i + trés dias em condicdo
ambiente; nd: ndo determinado.
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2.4.3 Composicéo em Acidos Graxos

O Quadro 2.3 apresenta a composicdo de acidos graxos presentes nos
frutos do cerrado descritos.

Dentre estes, amburama, baru, bocaiuva, buriti, jatoba e pequi
apresentam em sua composicdo um conteudo lipidico rico em acido oléico, o
que os torna uteis na industria alimentar (GARCIA et al., 2007).

Além de acido oléico, destaca-se no pequi também seu conteudo de
acido palmitico (SEGALL et al., 2006; HIANE et al., 1992), enquanto que no
baru e no jatoba a fracéo de acido linoléico (MATUDA; NETTO, 2005; GARCIA
et al., 2007). O &cido linoléico é considerado um dos &cidos essenciais ao
corpo humano.

Os acidos graxos insaturados foram os de maior ocorréncia em todos 0s
frutos comparados (Tabela 2.2), sendo o jatoba-do-cerrado com maior
incidéncia (85,60%). O alto grau de insaturacdo dos &cidos graxos pode
conferir ao 6leo alta suscetibilidade a processos oxidativos (VALLILO et al.,
1990). Améndoa de bocaiuva foi o que apresentou maior conteudo de acidos
graxos saturados (49,70%).

Desta forma, os frutos do cerrado apresentam grande potencial para a
exploracdo de Oleos, principalmente os essenciais, que podem ser utilizados

como suplementos alimentares.
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Quadro 2.3. Composi¢éo de acidos graxos de frutos do cerrado.

. C16:1 Ci7:1 C18:1 | C18:1 | C18:1 | C18:2 | C18:3 C20:1 | C20:1 c22:1 .
Oleo C6 C8 | Cil0 | C12 | C14 | C16 C17 C18 C20 Cc22 C24 Referéncia
(n7) (n8) (n9) (n7) (n6) (n6) (n6) (n11) (n7) (n9)

Amburana

@) nd nd nd nd nd 15,60 | 0,30 | 0,10 nd 4,50 | 46,90 | 0,10 1,00 11,90 4,80 | 2,60 | 3,00 nd 510 | 0,20 | 3,90 | Garcia et al., 2007

Garcia et al, 2007,
Takemoto et al., 2001,
Togashi; Sgarbieri, 1994;
Vallilo et al., 1990

Hiane et al., 1990; Hiane

Baru (A)* nd nd nd nd nd 7,49 0,10 | 0,10 nd 5,01 | 47,98 | 0,10 nd 28,68 1,16 | 1,22 2,9 nd 3,10 | 0,40 |3,61

Bocailva
0,47 | 0,43 | 0,25 1,71 0,47 | 16,69 2,05 nd nd 4,01 | 67,02 nd nd 4,71 1,81 0,43 nd nd nd nd nd |et al, 1992; Hiane et al.,
(P)* :
2005;
Bocailva

A) nd | 596 | 1,79 | 12,95 | 9,49 1,62 2,29 nd nd 6,58 | 40,17 nd nd 591 1,92 | 0,30 nd nd nd nd nd | Hiane et al., 2005

Silva et al., 2009;

Buriti (P)* nd nd nd 0,03 | 0,08 | 18,18 | 0,32 | 0,08 | 0,07 | 1,86 | 74,59 nd nd 3,47 1,65 | 0,12 | 0,53 nd 0,09 nd 0,09
Schlemmer; Sales, 2010

Jatoba-do-

nd nd nd nd nd 8,90 nd nd nd 4,70 | 31,60 nd nd 52,80 1,20 | 0,80 nd nd nd nd nd | Matuda; Netto, 2005
Cerrado (S)
Pequi
(P+S) nd nd nd nd nd 44,28 nd nd nd 2,58 | 48,71 nd nd 4,43 nd nd nd nd nd nd nd | Segall et al., 2006
+
Pequi (S) nd nd nd nd 0,30 | 26,00 nd nd nd 1,20 | 63,60 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd | Hiane et al., 1992

Martins, 1983; Hiane et al.,
1992; Garcia et al., 2007;
Khouri et al., 2007;
Miranda-Vilela et al., 2009;
Mariano et al.,, 2009;
Schlemmer; Sales, 2010

Pequi (P)* nd nd nd nd 0,15 | 39,96 | 0,79 nd nd 1,75 | 55,08 | 0,30 nd 1,48 0,62 | 0,17 | 0,70 0,20 nd nd nd

A: améndoa; P: polpa; S: semente; C6: acido caproico; C8: acido caprilico; C10: acido céprico; C12: acido laurico; C14: acido miristico; C16: acido palmitico; C16:1(n7): acido palmitoléico; C17: acido margarico;
C17:1(n8): acido margaroléico; C18: acido estearico; C18:1(n9): acido oléico; C18:1(n7): acido vascénico; C18:1(n6): cis6. cis9 - acido octadecadiendico; C18:2(n6): acido linoléico; C18:3(n-6): acido linolénico; C20:
acido araquidico; C20:1(n11): acido gadoléico; C20:1(n7): cis1l - acido eicosenogico; C22: acido behénico; C22:1(n9): acido erucico; C24:acido lignocérico. *Dados calculados pelas médias dos resultados obtidos
pelos autores.

32



Tabela 2.2. Conteudo de 6leos graxos insaturados e saturados em frutos do

cerrado
Oleo AGS (%) AGI (%)
Amburana (A) 31,80 68,20
Baru (A) 20,16 79,84
Bocaiuva (P) 24,45 75,55
Bocailva (A) 49,70 50,30
Buriti (P) 20,31 79,69
Jatoba-do-Cerrado (S) 14,40 85,60
Pequi (P+S) 46,86 53,14
Pequi (S) 30,19 69,81
Pequi (P) 41,53 58,47

AGS: Acidos graxos saturados; AGI: Acidos graxos insaturados; A: Améndoa; P: Polpa; S: Semente

2.5 CONCLUSAO

Os frutos do cerrado em geral apresentam em sua composic¢éo alto valor
nutricional, demonstrando potencial tecnolégico no desenvolvimento e na
producdo de alimentos. Além disso, a presenca significativa de compostos
bioativos em frutos do cerrado é de extrema importancia para a valorizacao
desses frutos e consequentemente do bioma Cerrado.

No que se refere as aplicagcdes biotecnoldgicas ndo se encontrou
nenhuma referéncia, considerando a utilizacdo desses frutos. Contudo €
possivel vislumbrar os empregos biotecnolégicos mais adequados a cada fruto

baseando-se em sua composicao.
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3 AVALIA(;AO DA PRODU(;AO DE AMILASE, B-GLICOSIDASE, XILANASE
E CARBOXIMETILCELULASE VIA BIOPROCESSO EM ESTADO SOLIDO
EM RESIDUOS DE FRUTOS DO CERRADO COM Lichtheimia ramosa

RESUMO: A producdo de enzimas através de bioprocesso em estado solido
(BES) utilizando-se residuos agroindustriais como substratos para os micro-
organismos € uma alternativa para a reducao de custos. Este estudo teve como
objetivo avaliar o desenvolvimento do micro-organismo Lichtheimia ramosa em
substratos compostos de residuos de bocaiuva (Acrocomia aculeata), guavira
(Campomanesia pubescens) e pequi (Caryocar brasiliense), tipicos da Regido
do Cerrado, e a sua capacidade de producéo das enzimas amilase, xilanase,
carboximetilcelulase (CMCase), e B-glicosidase via BES. Os residuos foram
triturados, homogeneizados, ajustados a pH 5,0 e umidade 60%, esterilizados e
acondicionados em frascos tipo Erlenmeyer. Para o inGculo, micro-organismos
foram cultivados em placas de petri, incubados a 25°C por 7 dias e inoculados
nos cultivos principais. Apés a inoculagdo os frascos foram incubados em
estufa bacterioldgica a 25°C, 30°C ou 35°C durante 168 horas. As amostragens
foram realizadas a cada 24 horas, resultando em uma cinética de 8 pontos
experimentais para as contagens microbiologicas e os testes enzimaticos. O
micro-organismo apresentou boa adaptacdo em todos os substratos e
temperaturas analisados, atingindo um melhor crescimento a 35°C. A atividade
mais expressiva ocorreu para xilanase em 144h de cultivo, nos substratos
compostos de residuos de bocaiuva (35°C) e guavira (30°C) com 1,802 U/mL e
1,094 U/mL, respectivamente. Para atividade de [-glicosidase a melhor
concentracéo foi obtida com residuos de pequi a 30°C em 48h (0,061 U/mL), ja
em CMCase, o0 substrato com residuos de guavira foi o que apresentou melhor
atividade, a 35°C em 96h (0,787 U/mL) e para amilase o substrato com melhor
desempenho foi o composto de residuos de bocaiuva a 30°C em 96h (0,925
U/mL). Concluiu-se que L ramosa apresentou boa adaptacdo aos substratos
em todas as temperaturas estudadas, sendo que a 35°C obteve maior
crescimento. L. ramosa apresentou potencial para producdo de enzimas,

principalmente xilanase, em residuos de frutos do cerrado.

Palavras-chave: Enzimas; Aproveitamento de residuos; Cultivos.
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3.1 INTRODUCAO

As questbes e preocupacdes ambientais destinadas a reduzir a poluicéo
ambiental tém incentivado a busca de pesquisas para o aproveitamento de
residuos de fontes florestais, agroindustriais e urbanos em bioprocessos. A
utilizacdo de tais materiais como substratos para o cultivo microbiano séo
destinados a produzir as proteinas celulares, acidos organicos, cogumelos,
metabdlitos secundarios, enzimas, fontes de acucares fermentdveis para a
producdo de etanol de segunda geracdo e de biomassa proteica tem sido
relatada (NIGAM; SINGH, 1996; SANCHEZ, 20009).

No que tange as enzimas, o elevado preco € um dos maiores problemas
para sua aplicagdo industrial (KANG et al.,, 2004), por isso o0s residuos
representam uma fonte alternativa para o crescimento microbiano visando sua
producdo com menor custo. Entre os residuos comumente utilizados para este
propdsito estdo bagaco de cana-de-agucar, farelo de trigo, sabugo de milho,
palha de milho e arroz, farelo de arroz, cascas de café, cascas e sementes de
frutas e bagaco de laranja (SANCHEZ, 2009; PANDEY et al., 2000).

A regido do Cerrado Brasileiro apresenta diversas espécies frutiferas
com grande potencial de utilizacdo agricola, que sao tradicionalmente utilizadas
pela populacéo local (SILVA et al., 2008), sendo que o interesse em processar
e utilizar os frutos do cerrado tem atingido diversos segmentos da sociedade
aumentando a liberacéo de residuos (GUIMARAES et al., 2008).

Esses residuos sdo substratos que permitem o crescimento de micro-
organismos, capazes de produzir enzimas, principalmente os fungos, que séo
considerados organismos melhores adaptados ao BES, isso porque suas hifas
podem crescer sobre a superficie das particulas soélidas, além de serem
capazes de penetrar entre as particulas para coloniza-lo (MOO-YOUNG et al.,
1983; SANTOS et al., 2004).

A enzimas sao caracterizadas por apresentarem importancia
biotecnolégica. As amilases constituem um dos mais importantes grupos de
enzimas industriais com aplicagbes em diferentes industrias como de
alimentos, téxtil, quimica, farmacéutica e de detergentes (NIELSEN;
BORCHERT, 2000; GUPTA et al.,, 2003; DEMIRKAN et al., 2005). Essas
enzimas amiloliticas séo responsaveis por 25 a 33% da producdo mundial de
enzimas (NGUYEN et al., 2002).
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As enzimas xilanase, CMCase e B-glicosidases apresentam potencial de
hidrolisar a parede celular vegetal. As xilanases e CMCase também possuem
aplicacdo na maceragdo de vegetais, na clarificacdo de sucos e vinhos, na
extracdo de aromas e pigmentos e branqgueamento de polpa (KULKARNI; RAO,
1999).

As [3-glicosidases microbianas tem recebido grande atencéo devido suas
aplicacdes na liberacdo de compostos ricos em aromas em sucos e vinhos
(GUEGUEN et al., 1996; MARTINO et al.,, 2000), liberacdo de compostos
fendlicos com atividades antioxidantes a partir de residuos vegetais (ZHENG;
SHETTY, 2000), sintese de oligossacarideos e principalmente sua utilizacdo
em processos de hidrélise enzimatica de celulose (DAROIT, 2007).

O fungo Lichtheimia ramosa, pertencente a Classe dos Zigomicetos, que
apresenta rapida colonizacao, ja foi reportado como produtor de xilanase e
CMCase, além de expressiva producdo de [B-glicosidase em farelo de trigo
(GONCALVES, 2011).

Dessa forma, objetivou-se com esse trabalho avaliar o desenvolvimento
do micro-organismo L. ramosa em substratos compostos de residuos de frutos
do cerrado, bocaiuva (Acrocomia aculeata), guavira (Campomanesia
pubescens) e pequi (Caryocar brasiliense) e sua capacidade de producédo das

enzimas amilase, xilanase, CMCase, e [3-glicosidase via BES.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Micro-organismo

Lichtheimia ramosa foi utilizada para o bioprocesso em estado soélido
(BES). Este fungo foi isolado de bagaco de cana-de-acucar, na regidao de
Dourados/MS, mantido em meio de cultivo agar batata dextrose (PDA)
inclinado e imerso em 6leo mineral, em meio contendo leite desnatado e em
suspensao microbiana liofilizada (GONCALVES, 2011).

3.2.2 Substratos

Os substratos utilizados foram residuos dos frutos do cerrado, bocailva,

guavira e pequi, todas coletadas na regido da Grande Dourados/MS.
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Para o processo fermentativo, os frutos foram despolpados para a
obtencdo dos residuos, no caso da bocaiuva, o substrato foi composto de
composto de pericarpo, mesocarpo fibroso (livre de polpa) e endocarpo
lenhoso do fruto, sendo estas partes trituradas em moinho de facas e
selecionadas através de peneiras com tamanho de malha entre 2,38 e 1,41 mm
(Tyler entre 8 e 12).

Para o preparo do substrato contendo guavira, foi realizada a extragéo
utilizando despolpadeira (Hauber Macanuda, Brasil), este substrato foi
composto por cascas e sementes. Quanto ao pequi, foram utilizadas as cascas
para o processo fermentativo, obtidas através prensa (Hauber Macanuda,
Brasil).

Umidade de 60% e pH 5,0 foram as condicbes escolhidas para o
processo fermentativo. Os substratos compostos de residuos de guavira e
pequi ja apresentavam essas condi¢fes, mas no substrato com residuos de
bocaiuva foi necessario o ajuste de pH e umidade, adicionando &cido cloridrico
(HCI) 1M e agua destilada estéril, respectivamente.

Os substratos foram homogeneizados e esterilizados em autoclave a

121°C por 15 min. e acondicionados em frascos tipo Erlenmeyer de 500 mL.

3.2.3 In6culo
Os micro-organismos foram cultivados em placas de petri contendo 15
mL de PDA, estes foram incubados a 25°C por 7 dias, para serem inoculados

nos cultivos principais.

3.2.4 Bioprocesso em Estado Solido (BES)

O BES ocorreu em frascos tipo Erlenmeyer de 500 mL com 50g de
substrato, estes foram autoclavados a 121°C por 15 min. Posteriormente foi
realizada a inoculacdo do fungo no substrato por meio do repique de uma area
de micélio correspondente a 1 cm?2 de PDA contido na placa de petri, com o
auxilio de uma espatula previamente esterilizada. Os frascos foram incubados
em estufa bacterioldgica a 25°C, 30°C, 35°C durante 168 horas.

As amostragens foram realizadas a cada 24 horas, resultando em uma
cinética de 8 pontos experimentais para contagens microbioldgicas e testes

enzimaticos de B-glicosidase, xilanase, CMCase e amilase.
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3.2.5 Determinac¢des Microbiologicas de Lichtheimia ramosa

As determinagcbes microbiologicas foram realizadas para fungos
conforme metodologia descrita por Silva et al. (1997). Utilizou-se o método de
diluicéo, empregando 25g de amostra em 225 mL de agua peptonada (H2Op)
0,1%.

Para a contagem de fungos realizou-se o plaqueamento em superficie
utilizando-se meio PDA e as placas foram incubadas em estufa bacteriolégica a
25°C por 5 dias.

3.2.6 Extracdo Enzimatica Aquosa

Para a extracdo da enzima foram adicionados 50 mL de agua destilada
nos frascos tipo Erlenmeyer fermentados, a cultura foi colocada em agitador
orbital por 30 min a 130 rpm. Posteriormente filtrados em filtros sintéticos,
obtendo assim o extrato enzimatico bruto, para determinacdo das atividades
(adaptado de LEITE et al. 2007).

3.2.7 Atividade de B-glicosidase

A atividade de [B-glicosidase foi determinada com 50 pL do filtrado
enzimatico, 250 pyL de tampéao acetato 0,1M, pH 5,0 e 250 uL de 4-nitrofenol [3-
glicopiranosideo 4 uM, reagindo por 10 min. a 50°C. A reacao enzimética foi
paralisada com 2 mL de carbonato de sodio 2M. O produto formado foi
quantificado por espectrofotometria, no comprimento de onda de 410 nm
(LEITE et al., 2007). Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a

guantidade de enzima capaz de liberar 1 ymol de nitrofenol por min. de reacao.

3.2.8 Atividade de xilanase, CMCase e Amilase

A atividade de xilanase foi determinada com 0,1 mL do filtrado
enzimatico, 0,9 mL de tampao acetato 0,2M, pH 5,0 e 1% de xilana, reagindo
por 10 min. a 50°C. A reacdo enzimética foi paralisada em banho de gelo.

A atividade de CMCase foi determinada com 0,1 mL do filtrado
enzimatico, 0,9 mL de tampao acetato 0,2M, pH 5,0 e 1% de CMC, reagindo
por 10 min. a uma temperatura de 50°C, a reacéo enzimatica foi paralisada em

banho de gelo.
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A atividade de amilase foi determinada com 0,1 mL do filtrado
enzimatico, 0,9 mL de tampao acetato 0,2M, pH 5,0 e 1% de amido de milho
(Maizena, Unilever), reagindo por 10 min. a uma temperatura de 50°C, a
reacao enzimatica foi paralisada em banho de gelo.

As atividades de xilanase, CMCase e amilase foram medidas através da
quantidade de acucar redutor presente no final da reacdo enzimética,
quantificado pelo método de DNS (MILLER, 1959).

Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de

enzima capaz de liberar 1 pmol dos respectivos produtos por minuto de reacao.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Determinacdes Microbiologicas de Lichtheimia ramosa

A rapida colonizacdo e adaptacdo do micro-organismo L. ramosa
permitiu que o mesmo se desenvolvesse em todos os substratos analisados e
em temperaturas diferentes, 25°C, 30°C e 35°C (Figura 3.1).

Quanto a temperatura, a melhor foi a de 35°C para o desenvolvimento
do micro-organismo em todos os substratos. Residuos de guavira e pequi se
mostraram os melhores substratos atingindo log de 6 UFC/g enquanto que para
residuos de bocaiuva obteve-se log de 5 UFC/g, todos a 35°C (Figura 3.1A, B e
C). O crescimento em todos o0s substratos confirma o potencial de

desenvolvimento do micro-organismo L. ramosa em residuos de frutos.
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3.3.2 Analises Enzimaticas

A baixa atividade enzimatica foi observada em todos os substratos para
as analises de [(-glicosidase, xilanase, CMCase e amilase (Tabela 3.1). A
atividade mais expressiva ocorreu para xilanase com 144h de cultivo, nos
substratos compostos de residuos de bocaiuva (35°C) e guavira (30°C) com
1,802 U/mL e 1,094 U/mL, respectivamente. Para atividade de B-glicosidase o
substrato com melhor concentragdo dessa enzima foi o com residuos de pequi,
nas temperaturas de 30°C em 48h (0,061 U/mL) e 35°C em 96h (0,058 U/mL).

No que se refere a atividade da enzima CMCase, 0 substrato com
residuos de guavira foi o que apresentou melhor atividade nas temperaturas de
30°C em 120h (0,656 U/mL) e 35°C em 96h (0,787 U/mL). Para amilase o
substrato com melhor desempenho foi o composto de residuos de bocaiuva,
apresentando atividade nas trés temperaturas analisadas, a 25°C em 48h
(0,825 U/mL), a 30°C em 96h (0,925 U/mL) e a 35°C em 72h (0,812 U/mL).
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Tabela 3.1. Atividade enzimatica de B-glicosidase, xilanase, CMCase e amilase produzidas em substratos com residuos de
bocailva, guavira e pequi com L. ramosa cultivada nas temperaturas de 25°C, 30°C e 35°C.

Substratos | Tempo | B-glicosidase (U/mL) Xilanase (U/mL) CMCase (U/mL) Amilase (U/mL)

(h) 25°C | 30°C | 35°C 25°C 30°C 35°C 25°C 30°C 35°C 25°C | 30°C | 35°C

Bocaiuva 0 0,008 | 0,008 | 0,008 | 0,445 | 0,445 | 0,445 | 0,294 | 0,294 | 0,294 | 0,412 | 0,412 | 0,412
24 0,020 | 0,009 | 0,010 | 0,254 | 0,337 | 0,261 | 0,359 | 0,333 | 0,300 | 0,825 | 0,468 | 0,637
48 0,011 | 0,010 | 0,008 | 0,363 | 0,350 | 0,248 | 0,385 | 0,333 | 0,352 | 0,456 | 0,412 | 0,556
72 0,011 | 0,010 | 0,011 | 0,254 | 0,350 | 0,261 | 0,300 | 0,333 | 0,313 | 0,412 | 0,412 | 0,812
96 0,009 | 0,008 | 0,010 | 0,273 | 0,356 | 0,420 | 0,300 | 0,294 | 0,307 | 0,475 | 0,925 | 0,537
120 0,013 | 0,008 | 0,010 | 0,242 | 0,242 | 0,541 | 0,581 | 0,346 | 0,287 | 0,668 | 0,706 | 0,431
144 0,015 | 0,008 | 0,008 | 0,242 | 0,312 | 1,802 | 0,326 | 0,313 | 0,294 | 0,431 | 0,768 | 0,493
168 0,008 | 0,014 | 0,022 | 0,369 | 0,305 | 0,484 | 0,339 | 0,379 | 0,313 | 0,643 | 0,706 | 0,475

Guavira 0 0,008 | 0,008 | 0,008 | 0,343 | 0,343 | 0,340 | 0,412 | 0,412 | 0,412 | 0,412 | 0,412 | 0,412
24 0,024 | 0,036 | 0,032 | 0,615 | 0,343 | 0,449 | 0,493 | 0,406 | 0,675 | 0,587 | 0,412 | 0,412
48 0,026 | 0,023 | 0,024 | 0,461 | 0,408 | 0,343 | 0,475 | 0,518 | 0,468 | 0,543 | 0,456 | 0,412
72 0,018 | 0,020 | 0,050 | 0,502 | 0,698 | 0,455 | 0,406 | 0,406 | 0,481 | 0,456 | 0,450 | 0,481
96 0,033 | 0,015 | 0,013 | 0,396 | 0,656 | 0,437 | 0,512 | 0,425 | 0,787 | 0,437 | 0,425 | 0,418
120 0,022 | 0,028 | 0,015 | 0,402 | 0,408 | 0,455 | 0,418 | 0,656 | 0,637 | 0,431 | 0,543 | 0,406
144 0,023 | 0,013 | 0,031 | 0,473 | 1,094 | 0,337 | 0,412 | 0,543 | 0,550 | 0,543 | 0,631 | 0,418
168 0,014 | 0,027 | 0,018 | 0,408 | 0,461 | 0,343 | 0,500 | 0,418 | 0,412 | 0,556 | 0,406 | 0,406

Pequi 0 0,008 | 0,008 | 0,008 | 0,343 | 0,343 | 0,343 | 0,406 | 0,406 | 0,406 | 0,406 | 0,406 | 0,406
24 0,031 | 0,010 | 0,014 | 0,751 | 0,360 | 0,431 | 0,643 | 0,406 | 0,462 | 0,431 | 0,506 | 0,681
48 0,018 | 0,061 | 0,010 | 0,609 | 0,621 | 0,473 | 0,431 | 0,506 | 0,456 | 0,493 | 0,443 | 0,456
72 0,009 | 0,020 | 0,026 | 0,609 | 0,609 | 0,585 | 0,418 | 0,431 | 0,406 | 0,456 | 0,406 | 0,512
96 0,036 | 0,035 | 0,058 | 0,579 | 0,497 | 0,514 | 0,406 | 0,443 | 0,406 | 0,475 | 0,537 | 0,512
120 0,029 | 0,011 | 0,027 | 0,609 | 0,449 | 0,414 | 0,406 | 0,406 | 0,475 | 0,412 | 0,543 | 0,481
144 0,009 | 0,011 | 0,030 | 0,556 | 0,384 | 0,520 | 0,481 | 0,487 | 0,475 | 0,406 | 0,412 | 0,681
168 0,036 | 0,033 | 0,029 | 0,650 | 0,508 | 0,538 | 0,425 | 0,406 | 0,406 | 0,406 | 0,518 | 0,500
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Gongalves (2011) reporta a atividade enzimatica de B-glicosidase,
xilanase e CMCase com 0 micro-organismo L. ramosa em bagaco de cana-de-
acucar e farelo de trigo, quando se trata do bagaco a producédo foi de 0,28
U/mL para B-glicosidase, superando o verificado nesse trabalho (0,06 U/mL),
além de 0,48 U/mL e 0,46 U/mL para xilanase e CMCase, respectivamente,
atividades essas inferiores ao obtido com residuos de frutos. Ainda no estudo
de Goncgalves (2011), L. ramosa foi relatado como o micro-organismo com
melhor producédo de B-glicosidase (15,58 U/mL) em farelo de trigo, ja descrito
na literatura.

A diferenca entre as produc¢des quando utilizados residuos e farelo de
trigo, esta relacionada com a composicdo do trigo, jA que este possui maior
quantidade de macro e micronutrientes disponiveis, comparado aos demais
residuos agroindustriais (DIAS et al., 2003).

Da-Silva et al. (2005) reportaram a producdo de xilanase e CMCase via
BES com o fungo Thermoascus aurantiacus utilizando diferentes residuos
agroindustriais, a melhor producdo obtida tanto para xilanase quanto para
CMCase foi o farelo de milho, de 107 U/mL e 60 U/mL, respectivamente.
Quando o substrato utilizado foi bagaco de laranja a producao foi de 8 U/mL e
4 U/mL para xilanase e CMCase, respectivamente. Segundo os autores essa
baixa producéo se deve ao fato do substrato ser pobre para o desenvolvimento
do micro-organismo e, portanto para a producao de enzimas.

Apesar da baixa produtividade de enzimas com os bagacos/residuos,
esses devem ser utilizados, pois o custo do substrato é baixo e deve ser levado
em consideracao (DAMASO et al., 2000).

Quanto a enzima amilase, a producao descrita nesse estudo entre 0,8 e
0,9 U/mL foi baixa quando comparada com outros estudos. Carvalho et al.
(2008) descrevem a producdo de 37 U/mL utilizando amido solavel
suplementado com peptona e 62 U/mL quando a suplementacdo foi com soro
de leite, utilizando Bacillus sp., porém em fermentacdo submersa e sem a
utilizagéo de residuos.

Portanto o estudo de novas espécies e de novos substratos para
producdo de enzimas é importante, tanto pelo aproveitamento de residuos

agroindustriais, quanto pela diminuicdo no custo da producdo de enzimas.
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3.4 CONCLUSAO

L ramosa cultivada em residuos de frutos do cerrado por BES mostrou
boa adaptacdo aos substratos em todas as temperaturas estudadas (25°C,
30°C e 35°C), porém a temperatura de 35°C foi a que propiciou o melhor
desenvolvimento do micro-organismo.

A enzima que apresentou maior concentragéo foi xilanase, em 144h de
cultivo nos substrato de residuos de bocaiuva (35°C) e guavira (30°C).

Além disso, L. ramosa apresentou potencial para producdo de enzimas.
Os resultados evidenciam uma baixa atividade, porém, € importante destacar a
possibilidade de utilizagdo de residuos como substratos, dada a sua
disponibilidade.
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4 ENRIQUECIMENTO PROTEICO E OBTENQAO DE LIPASE PELO MICRO-
ORGANISMO Lichtheimia ramosa VIA BIOPROCESSO EM ESTADO
SOLIDO UTILIZANDO RESIDUOS DE FRUTOS DO CERRADO

RESUMO: O bioprocesso em estado solido (BES) é um processo capaz de
incrementar o teor proteico em residuos através da utilizacdo de micro-
organismos. Este estudo objetivou avaliar o crescimento do fungo L. ramosa,
por meio de BES, em residuos dos frutos bocaiuva (Acrocomia aculeata), pequi
(Caryocar brasiliense), guavira (Campomanesia pubescens), araticum (Annona
crassiflora) e seriguela (Spondias purpuarea), visando o0 enriguecimento proteico
destes substratos e a producdo de enzimas lipasicas. Para serem utilizados
como substratos, os residuos foram triturados, homogeneizados, ajustados a
pH 5,0 e umidade 60%, esterilizados e acondicionados em biorreatores do tipo
bandejas plasticas. O inoculo utilizado foi de 10% (m/v). Os cultivos foram
conduzidos em estufa bacteriolégica a 30°C por 40 dias. Amostragens foram
realizadas a cada 5 dias, sendo avaliadas as contagens microbiolégicas para
fungos e bactérias, composicao proximal dos substratos e andlises enziméticas
para lipases. O enriquecimento proteico foi obtido para todos os meios, tendo
sido superior em residuos de seriguela (391,66%), seguido de pequi
(160,04%), araticum (143,31%), guavira (102,42%) e bocaiuva (67,88%). A
contagem maxima de fungos foi obtida entre 25 e 35 dias, préximo a 40 dias o
micro-organismo mostrou-se em fase de declinio em todos os substratos. Nas
placas contendo meio especifico para bactérias aerdbias mesdfilas e
psicrotréfilas ndo foi detectada a presenca de micro-organismos. Para as
analises enzimaticas obteve-se com o substrato composto de residuos de
guavira o melhor resultado (1,12 U/g), seguido de araticum (0,58 U/Q),
seriguela (0,41 U/g) e bocaiuva (0,21 U/g). Os residuos compostos por pequi
apresentaram atividade lipasica no inicio de BES decaindo durante o processo.
Concluiu-se que o BES foi vidvel para o enriguecimento proteico de residuos
de frutos com o0 micro-organismo L. ramosa, promovendo assim o
aproveitamento de rejeitos, além disso, observou que este micro-organismo

tem potencial para producao de lipases.

Palavras-chave: Residuos; Bioconversao; Lipase.
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4.1 INTRODUCAO

O Cerrado é o segundo maior bioma brasileiro, superado em &area
apenas pela Amazodnia. Ocupa 21% do territério nacional, sendo considerado a
altima fronteira agricola do planeta (BORLAUG, 2002).

Dentre as culturas nativas do Cerrado estdo as diversas espécies
frutiferas com grande potencial de utilizacdo agricola, que sao tradicionalmente
utilizadas pela populagao local. Os frutos, em geral, sdo consumidos in natura
ou na forma de sucos, licores, sorvetes, geléias e doces diversos, sendo
obtidos de modo extrativista (SILVA et al.,, 2008b). No que se referem as
frutiferas nativas do Cerrado, bocaiuva (Acrocomia aculeata), pequi (Caryocar
brasiliense), guavira (Campomanesia pubescens) e araticum (Annona
crassiflora) merecem destaques, pela sua elevada ocorréncia nesse bioma e
pelas suas aplicacbes comerciais (VERA et al., 2005). O fruto seriguela
(Spondias purpurea), também caracteristico do bioma Caatinga (BARBOSA et
al., 1989), representa uma importante fonte de renda para vérias propriedades
rurais (RODRIGUES et al., 2006).

A utilizacdo desses frutos gera residuos de tal modo que sua eliminagéo
no ambiente aumenta os problemas ambientais. Para minimizar tais problemas
de descarte podem-se empregar esses residuos como matérias-primas para
produzir produtos de valor agregado utilizando processos fermentativos com
espécies flngicas, pois esses rejeitos com alta concentracdo de matéria
organica favorecem o crescimento de fungos em substrato sélido (COUTO;
SANROMAN, 2005).

Entre os processos fermentativos comumente utilizados, estd o BES,
caracterizado pelo crescimento de micro-organismos sobre particulas sélidas e
Uumidas, no qual os espacos inter-particulas sdo preenchidos com um minimo
de agua (MOO-YOUNG et al., 1983). Os materiais sélidos servem de fonte de
nutrientes e de suporte, ja que o crescimento microbiano ocorre nas superficies
das particulas sdlidas. No caso de fungos, estes produzem hifas que penetram
abaixo da superficie das particulas (CASTILHO et al., 2009), transformando
residuos solidos em materiais ricos em proteinas pela conversdo de acucares,
fibras e cinzas (DEL BIANCHI et al., 2001).
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Os micro-organismos usualmente empregados em bioprocessos séao
Aspergillus orizae, A. niger, A. terreus, Rhizopus formusa, R. oligosporus,
Pleurotus ostreratus, P. sajor-caju, Mortierella isabellina, Mucor cincinelloides,
Penicillium sp., e Candida utilis (ABU et al., 2000; JIN et al., 2002; FONSECA
et al., 2009; SILVEIRA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2011).

A utilizacdo de BES para enriquecimento proteico de residuos tem
recebido muita atencdo devido ao baixo nivel tecnologia necessaria, maior
rendimento de conversdo dos substratos e aplicabilidade direta do produto
fermentado para fins alimenticios (NIGAM; SINGH, 1996).

Outra aplicacdo da BES é a producdo de enzimas, utilizando varios
substratos solidos. A producdo de enzimas lipasicas pelo BES com diferentes
micro-organismos e substratos tem sido amplamente relatado na literatura
(GODOY et al., 2009; HERNANDEZ-RODRIGUEZ et al., 2009; SUN et al.,
2009).

As lipases constituem um grupo importante de biocatalisadores para
aplicacdes biotecnoldgicas e sdo enzimas muito relevantes tanto do ponto de
vista fisiol6gico, uma vez que hidrolizam 6leos e gordura em acidos graxos
livres, monoglicerideos e diglicerideos, essenciais aos processos metabdlicos
(GONCALVES, 2007), quanto biotecnolégico, como em industrias de alimentos,
de detergentes, obtencéo de farmacos, tratamento biolégico de aguas residuais
e aceleracdo da biodegradacdo de polimeros (CAVALCANTI et al.,, 2005;
CARVALHO et al., 2005; CAMMAROTA,; FREIRE, 2006).

Conforme Freire e Castilho (2000), BES aparece como uma alternativa
interessante para o enriquecimento proteico e a producdo de enzimas lipasicas,
ja que utilizam matéria-prima de baixo custo e abundante, reduzindo os custos
de producéo.

Até o presente momento ndo foram encontrados relatos da utilizacdo do
fungo L. ramosa para enriquecimento proteico e producdo de enzimas
lipasicas, porém outras espécies do mesmo género estdo sendo estudados em
aplicacoes biotecnoldgicas, como a producao de xilanase pelo micro-organismo
Absidia corymbifera MTCC 4620 (GHATORA et al., 2006) e producéo de
quitosona para descoloracao de efluentes (SILVA, 2010), L. blakesleeana como
um produtor de fitase e xilanase (NEVES et al., 2011) e o préprio L. ramosa na
producao de B-glicosidase (GONCALVES, 2011).
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L. ramosa pertence a Classe Zigomicetos, sendo reconhecida por sua
rapida colonizacdo. Durante décadas L. corymbifera e L. ramosa eram
considerados sinbnimos, apesar da diferenciacéao visual ndo ser simples, seus
endosporos sao significativamente diferentes (SARMA, 2006; FROMAGE et al.,
2009). Porém, Hoffmann et al. (2007) e Kirk et al. (2001) reportam que 0s
nomes genéricos Tieghemella, Mycocladus, Proabsidia, Pseudo-Absidia,
Lichtheimia e Protoabsidia sdo tratados como sin6nimos de Absidia na
literatura.

O objetivo proposto para este trabalho foi avaliar o crescimento do fungo
L. ramosa, por meio de BES, em residuos dos frutos bocaiuva, pequi, guavira,
araticum e seriguela, visando o enriquecimento proteico destes substratos e a

producado de enzimas lipasicas.

4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Micro-organismo

O micro-organismo utilizado para o bioprocesso em estado sélido (BES)
foi Lichtheimia ramosa, isolado de bagaco de cana-de-acuUcar, na regido de
Dourados, MS. Este foi mantido em meio de cultivo 4gar batata dextrose (PDA)
inclinado e imerso em 6leo mineral, em meio contendo leite desnatado e em
suspensao microbiana liofilizada (GONCALVES, 2011).

4.2.2 Substratos

Residuos dos frutos seriguela, bocaiuva, araticum, guavira e pequi foram
utilizados como substratos. Estes foram coletados na regido da regido da
Grande Dourados/MS.

Foi utilizado para o BES cascas de seriguela, araticum e pequi, estes
residuos foram obtidos por meio de prensa (Hauber Macanuda, Brasil), com
intuito de separar a casca das demais partes do fruto. Esses substratos ja
apresentavam pH 5,0 e umidade de 60%, ndo havendo necessidade de ajuste
dessas condi¢cdes. O substrato de bocaiuva, composto de pericarpo,
mesocarpo fibroso (livre de polpa) e endocarpo lenhoso do fruto, foi triturado
em moinho de facas e selecionado através de peneiras com tamanho de malha
entre 2,38 e 1,41 mm (Tyler entre 8 e 12). Para o ajuste do pH em 5,0 foi
adicionado 5 mL de HCI 1M. A umidade de 60% foi obtida através da adicao de
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agua destilada estéril. Os residuos de guavira, compostos de casca e semente,
foram extraidos utilizando-se despolpadeira (Hauber Macanuda, Brasil). Esses
substratos também ja apresentavam pH 5,0 e umidade de 60%.

Todos os substratos foram homogeneizados e esterilizados em

autoclave a 121°C por 15 min. e acondicionados em biorreatores.

4.2.3 Biorreatores

Biorreatores do tipo bandejas plasticas (poliestireno de alta densidade)
com dimensodes de 30x20x7cm (comprimento, largura, altura) foram utilizados.
O volume dtil utilizado em cada biorreator foi de 50% do volume total da

bandeja. A esterilizacdo ocorreu em autoclave a 121°C por 15 min.

4.2.4 Pré-inéculo “spawn”

No preparo do “spawn” foi utilizado trigo pré-cozido por 15 minutos,
gesso e CaCOg nas proporcdes de 98,6%, 0,8% e 0,6%, respectivamente, para
manutencdo do pH, esses valores foram definido a partir de estudos
preliminares. O pH foi ajustado para 5,0 com adicdo de HCI 1M e a umidade
inicial aferida em 50%, conforme metodologia adaptada de Aguiar Filho (2008).
O trigo, o0 gesso e o CaCO3; foram acondicionados em frascos tipo Erlenmeyer
(300 mL) totalizando 50g de “spawn” em cada frasco, sendo posteriormente
autoclavados a 121°C por 15 minutos (FONSECA et al., 2009). A inoculagao do
fungo no substrato foi realizada por meio do repique de uma area de micélio
correspondente a 1 cm? de PDA contido em uma placa de petri preparada a
partir do micro-organismo preservado, com a ajuda de uma espatula
previamente esterilizada. Estes foram incubados em estufa bacteriol6gica a

30°C por 7 dias para servirem como inéculo nos cultivos principais.

4.2.5 Inoculacao e Cultivo

A inoculagdo do micro-organismo do frasco tipo Erlenmeyer (“spawn”)
para o biorreator tipo bandeja ocorreu por meio da transferéncia de 10% do
volume correspondente ao substrato do cultivo principal (1000g), distribuido em

6 pontos definidos da bandeja.
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Os cultivos foram realizados em estufa bacteriolégica a 30°C, em
duplicata. As bandejas foram incubadas por 40 dias e a cada 5 dias foi retirada
uma aliquota de 45g, 0 que resultou em uma cinética com 9 pontos
experimentais para composicdo proximal, determinacdes microbiologicas e
testes enzimaticos. A amostragem foi retirada de variados pontos da bandeja,

homogeneizados e utilizados para as analises.

4.2.6 Composicao Proximal

A determinagcdo de umidade ocorreu apos secagem das amostras em
estufa a 105°C até peso constante (AOAC, 1990; Método 934.01). As
determinacdes de proteinas, lipidios, cinzas, carboidratos e fibras foram
realizadas com base na matéria seca. Os lipidios totais foram determinados
através do método Soxhlet (AOAC, 1990; Método 920.39) e o teor de fibra
bruta por meio do método gravimétrico utilizando-se determinador de fibras
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008; Método 044/1). A proteina foi determinada
através do método micro Kjeldhal, utilizando-se o fator 6,25 para converter o
teor de nitrogénio em proteina bruta. O residuo mineral fixo foi determinado por
incineracdo em mufla a 550°C até peso constante (AOAC, 1990; Métodos
942.05 e 984.13, respectivamente). O teor de carboidratos foi determinado por
diferenca (Equacéo 4.1) (adaptado de RODRIGUES, 2010):

%CHO = 100 - (%CIN + %LIP + %PRO + %FIB) (Eq. 4.1)

Onde: CHO = carboidratos; CIN = cinzas; LIP = lipidios; PRO =
proteinas; FIB = fibras. Os experimentos foram realizados em triplicata e os

resultados expressos em % (g/100g) pela média e desvio padrao.

4.2.7 Determinagfes Microbiolégicas de Lichtheimia ramosa

As determinagBes microbiolégicas foram realizadas para micro-
organismos fungos conforme metodologia descrita por Silva et al. (1997). A fim
de reduzir a retirada de meio cultivado das bandejas houve uma adaptacédo do
método de diluicdo, de forma que para cada primeira diluicho empregou-se 5g

de amostra em 45 mL de agua peptonada (H.O,) 0,1%.
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Para a contagem realizou-se o plaqueamento em superficie utilizando-se
meio PDA e as placas foram incubadas em estufa bacteriolégica a 25°C por 5

dias.

4.2.8 Controle Microbiolégico

Foram realizadas contagens para micro-organismos aerébios mesofilos
e psicrotrofilos conforme metodologia descrita por Silva et al. (1997), para
monitorar possiveis contaminacoes.

A contagem de micro-organismos aerobios mesofilos ocorreu pelo
plaqueamento em profundidade com a utilizacdo do meio de cultura agar
padrdo para contagem (PCA) com incubacédo das placas invertidas em estufa
bacteriologica a 35°C por 48 horas enquanto que na contagem de micro-
organismos aerobios psicrotréfilos o plaqgueamento foi em superficie e a
incubacéo a 7°C por 10 dias.

4.2.9 Enriguecimento Proteico

O enriquecimento proteico (EP) ou variacdo proteica foi calculado pela
diferenca percentual entre a concentracdo de proteinas apresentada no meio
cultivado (maior acumulo proteico) e meio tratado (inoculado) (Equacéo 4.2), de

acordo com Fonseca et al. (2009).

conteudo proteicofinal (%) v
conteudo proteicoinicial (%)

EP(%) = ( ooj ~100 (Eq. 4.2)

4.2.10 Extracdo Enzimética Aquosa

Apos cada bioprocesso, 5g do produto fermentado de cada ponto, foi
transferido para frascos tipo Erlenmeyers com 50 mL de agua destilada.
Posteriormente estes foram colocados em agitador orbital (130 rpm) a 35° C
por 30 min. O extrato foi filtrado em filtros sintéticos e em seguida centrifugado
(3000 rpm, 5 min) (adaptado de LEITE et al., 2007). O sobrenadante, extrato
enzimatico bruto, foi armazenado em tubos de polipropileno com tampa de

rosca.
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4.2.11 Determinacédo de Atividade Lipéasica

A atividade para lipase foi avaliada através do aumento da absorbancia
a 410 nm em espectrofotdbmetro, causado pela liberacdo de p-nitrofenol (pNP)
ap6s hidrolise de um substrato sintético p-nitrofenil palmitato (pNPP)
(BUSSAMARA et al., 2010). Para iniciar a reacao, 0,1 mL de extrato enzimético
bruto foi adicionado a 0,9 mL de solugdo substrato contendo 3mg de pNPP
dissolvido em 1 mL de isopropanol e 9 mL da seguinte solucdo: 2g de Triton X-
100 e 0,59 de goma arabica, em 450 mL tampéao fosfato 0,05M pH 7,0 (SILVA
et al., 2005). A mistura foi incubada por 20 min. em banho-maria a 37°C,
posteriormente foi colocada em banho de gelo e analisada em
espectrofotometro a 410 nm. Para solucdo controle foi utilizada 0,1 mL de
enzima inativada (LIU et al., 2008).

Uma unidade de lipase (U) foi definida como a quantidade de enzima
que libera 1 mol p-nitrofenol por minuto. A curva de calibracdo foi preparada

utilizando p-nitrofenol como padréo.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Composicado Proximal

A Tabela 4.1 apresenta a variacao proteica obtida enquanto as Tabelas
42, 4.3, 44, 45 e 4.6 mostram a composicdo proximal dos substratos
compostos de bocaiuva, seriguela, araticum, guavira e pequi, durante o BES.

Em todos os substratos fermentados houve o enriquecimento proteico
(Tabela 4.1), sendo este mais expressivo no substrato composto de residuos
de seriguela, com variacéo protéica de 391,66%, seguido de pequi (160,04%),
araticum (143,31%), guavira (102,42%) e bocaiuva (67,88%), em diferentes
tempos de cultivo.
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Tabela 4.1. Enriguecimento proteico apods cultivos.

Substrato Enriquecimento Proteico (%) | Tempo de Cultivo (dias)
Seriguela 391,66 35
Pequi 160,04 30
Araticum 143,31 35
Guavira 102,42 35
Bocaiuva 67,88 30

O aumento no teor de proteinas via bioprocessos ja é consagrado na
literatura (RAIMBAULT et al.,, 1985.; YANG et al., 1993; JIN et al.,, 2002;
FONSECA et al., 2009), porém nao ha relato de enriquecimento proteico com o
micro-organismo L. ramosa, além disso os valores entre 67,88% e 391,66%,
obtidos nesse trabalho sédo expressivos.

Raimbault e Germon (1976) obtiveram enriquecimento proteico em
residuos de mandioca de 20% em um periodo de 30h com o micro-organismo
Aspergillus niger. Silveira e Furlong (2007) demonstraram em seu trabalho o
enriquecimento proteico de farelo de arroz desengordurado e farelo de trigo
com o micro-organismo Rhizopus sp. de 68,75% e 56,52%, respectivamente e
com o micro-organismo Aspergillus oryzae 7,29% e 14,49%, respectivamente
no tempo de 72h.

Yang (1998) também estudou o enriquecimento proteico, utilizando
residuos de batata-doce por meio dos micro-organismos Saccharomyces
cerevisiae e 0 Rhizopus sp., obtendo incrementos no teor proteico de 3,2 para
8,4 e 18,5%, para cada micro-organismo, expressando enriquecimentos de
162,5% e 478,1%, respectivamente.

As diferencas da variacdo no teor de proteinas podem ser justificadas
pela composicao inicial dos substratos, pois 0os residuos compostos com maior
teor de carboidratos geralmente propiciaram um maior desenvolvimento do
micro-organismo e enriquecimento proteico, como os resultados obtidos com
seriguela, pequi e araticum. A transformacao de carboidratos em proteinas por

espécies flngicas é reportada por Silveira e Furlong (2007).
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Conforme relatado por Franco (2009) é dificil estabelecer

comparacao exata entre os resultados obtidos com diferentes residuos, tendo

uma

em vista as diferencas em suas composicoes.

Tabela 4.2. Variacdo da composi¢cao proximal do meio contendo residuos de
bocaiuva pela acdo do micro-organismo L. ramosa.

Tempo Lipidios Proteinas Cinzas Fibras Carboidratos

(dias) (%) (%) (%) (%) (%)
0 8,14+0,16 | 3,55+0,33 | 523+0,41 | 62,18 + 0,60 20,90
5 7,04 £0,27 | 4,38+£0,36 | 591+£0,25 | 59,47 £0,62 23,20
10 7,14+0,50 | 4,74+0,10 | 6,25+0,35 | 64,26 + 1,07 17,61
15 3,73+0,05 | 5,10+0,40 | 6,74+0,62 | 71,14+1,12 13,29
20 6,39+0,42 | 499 +0,22 | 10,62 +£0,03 | 65,55+ 0,13 12,45
25 8,51+0,78 | 5,00+0,32 | 8,93+0,29 | 68,68 + 0,99 8,88
30 579050 | 596+0,41 | 940x0,12 | 76,74+ 1,30 2,11
35 7,13+0,72 | 4,66 +0,02 | 10,80+ 0,02 | 74,02 £ 0,93 3,39
40 6,61+0,38 | 5,71+0,45 | 10,91 +0,61 | 76,63 £ 0,23 0,14

*Dados apresentados como média + desvio padréo de triplicatas/amostra com base na matéria

seca.

No que se refere a composicao lipidica, houve acréscimo nos substratos
compostos de guavira e pequi, enquanto que nos substratos de bocaiuva,
seriguela e araticum estes decairam. Robison e Nigam (2003) relataram a
diminuicdo no teor de lipidios apés a fermentacdo de farelo de arroz, o que
pode ser resultado do uso de lipidios por fungos, possivelmente na sintese de
fosfolipidios constituintes da membrana celular do tecido fungico. Porém, Abu
et al. (2000) observaram um aumento no teor de lipidios em fermentado de
batata doce com Aspergillus niger e Aspergillus oryzae, enquanto a acédo de

Pleurotus ostreatus fez com que diminuisse de 1,9% para 0,5%.
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Em geral, os fungos sintetizam seus proprios lipidios, sem a
necessidade de adiciona-los ao meio de cultura, no entanto, sua adicdo pode

melhorar o crescimento de fungos (OLIVEIRA et al., 2011).

Tabela 4.3. Variacdo da composi¢cao proximal do meio contendo residuos de

seriguela pela acdo do micro-organismo L. ramosa.

Tempo Lipidios Proteinas Cinzas Fibras Carboidratos

(dias) (%) (%) (%)* (%) (%)
0 445+0,03| 588+090 | 1,47+0,09 | 12,10+0,36 76,10
5 402+0,34| 650+0,71 | 1,98 +0,10 | 15,92 £ 0,97 71,58
10 436+0,23| 7,81+0,10 | 2,53+0,04 | 14,90 £ 0,77 70,40
15 429+0,11| 8,76 +0,63 | 2,80+0,17 | 17,79 £ 0,98 66,27
20 3,89+0,09| 13,85+0,16 | 3,96 + 0,26 | 15,22 + 0,65 63,08
25 3,77x£0,29| 22,84 +£0,13 | 2,79+£0,11 | 18,49 £ 0,54 52,11
30 3,63+0,13 | 23,55+0,16 | 2,67 £ 0,20 | 19,89 + 1,56 50,26
35 3,69+0,15| 28,91 +£0,19 | 2,45+0,08 | 12,26 + 0,35 52,69
40 3,23+0,19| 24,11 +£0,06 | 2,18 + 0,19 | 18,68 + 0,75 51,80

*Dados apresentados como média + desvio padrao de triplicatas/amostra com base na matéria

Sseca

Pelos dados obtidos com o BES é possivel perceber o incremento no
teor de cinzas em todos os produtos fermentados. Ressalta-se 0 substrato
composto de bocaiuva (Tabela 4.2) que dobrou seu teor de cinzas, seguido de
pequi (Tabela 4.6). Fonseca et al. (2009) relataram aumento na concentracao
de cinzas de 11,2% para 14,8% em produto fermentado contendo farelo de
arroz, palha de arroz e junco, com P. sajor-caju. As mudancas no conteudo
mineral podem ser atribuidas ao meio. Segundo Moda et al. (2005) a
concentracdo de minerais ocorre devido ao metabolismo dos fungos, que
poderiam ser correlacionados com outros mecanismos, tais como fixacao de
nitrogénio, 0 que sugere que 0 mesmo pode estar relacionado ao aumento no

conteudo mineral pela acdo de L. ramosa.
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Tabela 4.4. Variacdo da composicao proximal do meio contendo residuos de

araticum pela acado do micro-organismo L. ramosa.

Tempo | Lipidios Proteinas Cinzas Fibras Carboidratos

(dias) (%) (%) (%) (%)* (%)
0 1,22+0,13 | 598+0,12 | 2,03+0,10 | 60,78 + 0,95 29,99
5 1,17+0,01 | 9,26+0,45 | 2,51 +£0,22 | 58,75+ 0,83 28,31
10 1,37+£0,02 | 9,35+0,50 | 2,30+0,25 | 60,17 + 0,52 26,81
15 0,70+0,27 | 7,98+0,34 | 2,38+0,25 | 62,92 +£ 0,88 26,02
20 0,390,001 | 798+0,03 | 2,70+0,12 | 64,52 £ 0,39 24,41
25 1,10+0,04 | 888+0,79 | 2,92+0,03 | 63,63 +0,84 23,47
30 1,20+£0,90 | 11,26 £ 0,73 | 3,10+ 0,39 | 68,30 + 0,02 16,14
35 0,38+0,29 | 1455+0,38 | 3,31+0,31 | 67,00 £ 0,78 14,76
40 0,62+0,18 | 12,79+0,41 | 3,64 £0,20 | 67,38 £ 0,74 15,57

*Dados apresentados como média + desvio padréo de triplicatas/amostra com base na matéria

Seca.

O teor de fibras aumentou em todos os substratos analisados. Zusman
et al. (1997) observaram aumento de 78% de fibras em espigas de milho
cultivadas com P. ostreatus. Araujo et al. (2008) ao estudar o enriquecimento
proteico da palma forrageira com S. cerevisiae obteve aumento no teor de
fibras utilizando 2% de inGculo.

A justificativa para o aumento no teor de fibras durante o BES pode estar
ligada a parede celular dos fungos, ja que esta é composta por fibras de
quitina, que € um polissacarideo constituido de cadeia longa de N-
acetilglicosamina, insolavel em agua e coérnea. A parede celular dos fungos
filamentosos apresentam quitina na proporcao de 10 a 20%. Essas estruturas
suportam grandes pressdes e, portanto, tornam-se responsaveis pela
integridade da parede celular. Quando a sintese da quitina € interrompida, a
parede celular torna-se desorganizada e a célula fungica sofre deformacgdes e

instabilidade osmética (BOWMANN; FREE, 2006).
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O aumento no teor de fibras no meio cultivado potencializa sua utilizacao

na fabricacéo de racdo animal tornando-se uma fonte complementar de fibras e
proteinas (ARAUJO et al. 2008).

Tabela 4.5. Variacdo da composi¢cao proximal do meio contendo residuos de

guavira pela acao do micro-organismo L. ramosa.

Tempo | Lipidios Proteinas Cinzas Fibras Carboidratos

(dias) (%) (%) (%) (%)* (%)
0 0,91+0,05|413+0,45 | 159+0,16 | 44,74 £ 0,16 48,62
5 254+0,15|459+0,17 | 1,56 £ 0,10 | 45,85+0,44 45,44
10 2,37+0,01 | 466+0,39 | 1,78+ 0,13 | 48,43 +0,31 42,74
15 2,86 +0,18 | 4,68+ 0,36 | 2,00 £ 0,22 | 53,14 + 0,02 37,30
20 3,80+0,35 | 451+0,37 | 2,01 +£0,09 | 52,11 £ 0,38 37,56
25 483+0,11 | 525+0,24 | 1,80+ 0,17 | 54,15+ 0,11 33,96
30 460+0,35 | 7,89+0,37 | 1,80+0,05 | 50,82 + 0,11 34,86
35 425+0,43 | 8,36 +£0,32 | 1,84 £0,18 | 53,59 + 0,37 31,95
40 3,80+0,27 | 7,76 £ 0,07 | 2,00 £ 0,06 | 52,58 £ 0,10 33,83

*Dados apresentados como média + desvio padrdo de triplicatas/amostra com base na matéria

seca.

A umidade do meio regulada em 60% nao alterou no decorrer

bioprocesso, assim como relatado por Amorim (2011), no qual a umidade no

cultivo de farelo de cacau por Aspergillus niger variou entre 57,78 e 60%.
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Tabela 4.6. Variacdo da composi¢cado proximal do meio contendo residuos de
pequi pela acdo do micro-organismo L. ramosa.

Tempo | Lipidios Proteinas Cinzas Fibras Carboidratos

(dias) (%) (%) (%) (%) (%)
0 0,40x005 | 478+0,07 |1,70+£0,16 | 17,47 £0,82 75,58
5 0,48+x0,04 | 545+0,24 | 1,89+0,21 | 20,28 £ 0,59 71,87
10 0,51+0,10 | 5,71+0,50 | 1,97 +0,04 | 24,95%0,12 66,83
15 1,19+0,17 | 6,16 0,30 | 1,80+ 0,02 | 25,98 + 0,62 64,84
20 164+0,05| 790+0,26 | 1,96 +0,01 | 30,06 + 0,02 58,42
25 1,69+0,07 | 833+0,31 | 2,22+0,24 | 29,86 £ 0,19 57,88
30 1,46 +£+0,11 | 12,43+0,71 | 3,12+ 0,37 | 36,18 + 0,68 46,79
35 1,51+0,06 | 10,05+0,06 | 3,35+ 0,20 | 36,85 + 0,50 48,23
40 1,44+0,01 | 8,82+0,18 | 3,07 +0,33 | 40,27 £ 0,93 46,40

*Dados apresentados como média + desvio padréo de triplicatas/amostra com base na matéria

seca.

4.3.2 Determinagdes Microbiolégicas de Lichtheimia ramosa

O crescimento do micro-organismo L. ramosa nos diferentes substratos
pode ser observado na Figura 4.1. Na literatura ha poucas informacdes sobre
esse micro-organismo, porém, pelos dados obtidos percebe-se um 6timo
crescimento e adaptacéo aos substratos compostos de residuos de frutos.

O crescimento foi monitorado durante 40 dias. Apds 5 dias de cultivo as
hifas de L. ramosa haviam penetrado em todos os substratos de maneira
homogénea. Nos substratos compostos de araticum e pequi 0 micro-organismo
atingiu crescimento maximo em 25 dias, enquanto que bocaiuva e seriguela em
35 dias e guavira em 30 dias. ApOs esse tempo, 0 micro-organismo entrava em

fase de declinio.
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Figura 4.1. Cinética de crescimento do micro-organismo Lichtheimia ramosa em
func&o nos substratos bocaiuva (¢), seriguela (X), araticum (¢), guavira (+) e pequi (m)
e do tempo de cultivo.

No que tange a contagem de mesdfilos e psicrotréfilos ndo foi detectada
a presenca destes micro-organismos. Com relacdo ao nao crescimento de
micro-organismos mesofilos isto pode estar ligado a umidade de 60%, que néo
favorece seu crescimento (SILVA et al. 2008a) e a rapida colonizacdo dos
micro-organismo nos substrato inibindo o crescimento bacteriano, caracteristica

marcante da Classe Zigomicetos como reportado por Silva (2010).
4.3.3 Analises Enziméticas

A Figura 4.2 apresenta os resultados para a analise de producdo de

enzimas lipasicas no produto fermentado.
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Figura 4.2. Atividade lipasica do produto fermentado nos diferentes substratos em
funcdo do tempo de cultivo. Bocaiuva (m), seriguela (x), araticum (¢), guavira (o) e

pequi (A).

No BES realizado com residuos de frutos do cerrado pode-se observar a
producédo de lipase, com excecdo no substrato composto de residuos de pequi,
em que a atividade diminuiu. Em nenhum dos substratos a producao foi
expressiva, porém o substrato composto de residuos de guavira apresentou o
melhor resultado (1,12 U/g), seguido de araticum (0,58 U/g), seriguela (0,41
U/g) e bocaiuva (0,21 U/g).

As diferencas na producdo de lipases estdo associadas a composicdo
do substrato, uma vez que o substrato composto de residuos de guavira foi o
gue obteve maior incremento lipidico durante o cultivo (0,91% a 4,60%) (Tabela
4.5), alcancado no 30° dia, periodo esse em que ocorreu 0 inicio da producédo
de lipase. A partir do 30° dia de cultivo com substrato seriguela observa-se
também que o consumo de carboidratos torna-se estavel e o teor lipidios
comeca a diminuir de 4,60% até 3,80% (Tabela 4.5). Isso indica que o micro-
organismo passou a utilizar os lipidios como fonte de carbono e néo os
carboidratos.

O mesmo efeito pode ser observado nos substratos de bocaiuva e
seriguela, pois a indugcédo da producgéo de lipases aconteceu apds consumo de
carboidratos tornar-se estavel e o teor lipidios diminuir (Tabelas 4.2 e 4.3),

porém nesses residuos isso ocorreu apos o 25° dia de cultivo.
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Amorim (2011) reporta a maxima atividade lipasica de 11,67 U/g em 48h
de fermentacdo com o fungo Aspergillus niger, utilizando como substrato farelo
de cacau suplementado com 0leo de oliva. Gombert et al. (1999) utilizando
residuos da industria de 6leo de babacu com o micro-organismo Penicillium
restrictum via BES enriquecido com 2% de Oleo de oliva obteve 30,3 U/g de
atividade lipasica.

A producao de lipases por micro-organismos e a presenca de indutores
tém sido intensivamente estudada para o aumento da atividade da enzima
(Amorim, 2011). Confrontando os resultados obtidos nesse trabalho com os
citados verifica-se que a suplementacdo com algum tipo de 6leo aumenta a
atividade lipasica. Rao et al. (1993) verificaram em seu estudo que o contetdo
de O6leo € uma variavel importante que afeta o rendimento de lipase,
comportando-se como indutor para a producéo de enzimas.

Neste contexto, a baixa atividade lipasica encontrada nos resultados
apresentados, pode estar relacionada com a auséncia de indutores no
substrato em estudo, pois a utilizacdo destes pode contribuir para que ocorra
uma melhor expresséo da enzima, ja que 0 micro-organismo se mostrou capaz
de produzi-l4 nos substratos analisados.

Como verificado na Figura 4.2 os substratos com residuos de frutos de
araticum, guavira e pequi jA apresentavam atividade lipasica no tempo inicial,
isSso mostra que esses frutos ja possuem atividade na sua estrutura.

Em todos os substratos em que houve producdo de enzimas, estas
foram produzidas a partir do 20° dia de cultivo, sendo similar ao tempo em que
a contagem de L. ramosa diminuiu, assim como reportado por Chartrain et al.
(1993), no qual a producéo de lipase pela bactéria Pseudomonas aeruginosa
nao foi associada ao crescimento, pois a producdo de lipase foi induzida
apenas no final da fase exponencial e alcancou um pico no final da fase

estacionaria.

4.4 CONCLUSAO

Residuos de frutos do cerrado foram utilizados com sucesso para 0
enriquecimento proteico via BES. Os resultados obtidos mostraram uma alta
variacdo proteica em todos os substratos cultivados com L. ramosa. Além

disso, 0o micro-organismo L. ramosa apresentou-se capaz da producao de
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lipases, mesmo sem a adicdo de indutores. Outra caracteristica importante
desse micro-organismo, praticamente desconhecido na literatura, foi que ele
mostrou-se bastante competitivo em relacéo a outras espécies tradicionalmente
estudadas em BES devido a sua boa adaptacado, rapido crescimento e alta

conversao de residuos em proteina nos substratos empregados.
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5 CONCLUSAO GERAL

Os residuos de frutos do cerrado apresentaram-se como 6timo substrato
para o desenvolvimento de L. ramosa via BES. Esse micro-organismo, pouco
descrita na literatura, apresentou rapida colonizacdo e demonstrou potencial
para producdo de enzimas e enriquecimento proteico, valorizando residuos que
poderiam ser descartados no ambiente.

Entre as enzimas produzidas as xilanases foram as que mais se
destacaram com resultados superiores ao observado na literatura, utilizando
residuos e o micro-organismo L. ramosa.

Cultivos com L. ramosa foram excelentes para obtencdo de
enriguecimento proteico, com valores expressivos. Além disso, L. ramosa foi
capaz de produzir lipases, valores menores que 0s presentes na literatura,

porém utilizando residuos e sem suplementacéo.
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ANEXOS

Anexo A
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X » &

Anexo A. Esquema da disposicéo do indculo na bandeja.

Anexo B

Anexo B. Cultivo com 5 dias de BES.
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