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RESUMO

AMORIM, G.M. Fermentacéo de farelo de cacau por Aspergillus niger para obtencéo de
lipase e biomassa para alimentagéo animal. Itapetinga-BA: UESB, 2011. 60p. (Dissertagéo
— Mestrado em Engenharia de Alimentos) *.

O objetivo deste trabalho foi utilizar o farelo de cacau, como substrato, para obtencéo
de lipase e acido graxo, por fermentacdo com Aspergillus niger e promover simultaneamente
0 enriquecimento protéico e reducdo de alcaldides para sua final utilizagdo como componente
de racdo animal. A concentracdo de esporos utilizada como inéculo foi de 10 esporos/g de
meio de sélido. As fermentacfes foram conduzidas em estufa a 35°C e umidade de 60%. A
amostragem foi realizada a cada 24 horas para determinacdo da atividade enzimatica e medida
de pH, atividade de agua e umidade. Foram realizadas andlises de umidade, lipideos,
proteinas, cinzas, fibras nas amostras ndo fermentadas e fermentadas, no tempo de 48 horas.
Os alcaldides extraidos e o perfil de &cido graxo (96horas), de todas as amostras, foram
submetidos a andlises cromatograficas. A maior atividade encontrada foi de 11,67 U/g, apds
48 horas de fermentacdo. As analises de composicdo nutricional, onde a fermentagdo no
estado solido foi capaz de promover um ligeiro aumento no teor de proteina bruta na amostra
fermentada sem extracdo de lipase, quando comparada com a amostra ndo fermentada. A
reducdo no teor de proteinas na amostra fermentada com extracdo de lipase corrobora com a
maior concentracdo protéica (0,0118 ¢g/100g amostra seca), encontrada no extrato bruto
enzimatico durante a fermentacdo. O processo de fermentacdo foi ainda capaz de reduzir os
alcalGides presentes no farelo de cacau. Obtendo maiores reducbes de teobromina e cafeina
(95 e 90%, respectivamente) em 72 horas para amostra fermentada com extracéo de lipase. Os
resultados deste trabalho também demonstraram que houve uma variacdo no perfil de acidos
graxos, nas amostras fermentadas. Foi possivel observar, ap6s a fermentacdo, um ligeiro
aumento na concentracdo do acido Margarico (C17:0).

Palavras-chave: Residuos agroindustriais, fermentacdo em estado solido, lipase.

*Qrientador: Prof°. Marcelo Franco, D.Sc., UESB e Co-orientadora: Prof2. Denise Maria Guimaraes
Freire, D.Sc., UFRJ.



ABSTRACT

AMORIM, G.M. Fermentation of cocoa meal by Aspergillus niger to obtain lipase and
biomass feed. Itapetinga-BA: UESB, 2011. 60p. (Dissertagdo — Mestrado em Engenharia de
Alimentos) *.

The aim of this study was to use the cocoa meal as substrate, to obtain lipase and fatty
acid by fermentation with Aspergillus niger and promote both the protein enrichment and
reduction of alkaloids for its final use as a component of animal feed. The concentration of
spores used as inoculum was 10’ spores / g of solid medium. The fermentations were
performed in an oven at 35 ° C and humidity of 60%. The sampling was done every 24 hours
for determination of enzyme activity and measurement of pH, water activity and moisture.
Were analyzed for moisture, lipids, proteins, ashes, fibers in unfermented and fermented
samples, time to 48 hours. The alkaloids extracted and fatty acid profile (96 hours), all
samples were submitted to chromatographic analysis. The highest activity was found to be
11.67 U / g after 48 hours of fermentation. The analysis of nutritional composition, where the
solid state fermentation was able to promote a slight increase in crude protein content in the
sample fermented without extraction of lipase, compared with the unfermented sample. The
reduction in protein content in the fermented sample extraction with lipase corroborates with
the highest protein concentration (0.0118 g/100 g dry sample), found in crude extract enzyme
during fermentation. The fermentation process was still able to reduce the alkaloids present in
cocoa meal. Achieving greater reductions of theobromine and caffeine (95 and 90%
respectively) in the sample fermented for 72 hours with extraction of lipase. These results also
demonstrated that there was a change in fatty acid profiles in samples fermented. It was
possible to observe, after fermentation, a slight increase in acid concentration Margaret (C17:
0).

Keywords: agro-industrial wastes, solid state, fermentation, lipase.

*Qrientador: Prof®. Marcelo Franco, D.Sc., UESB e Co-orientadora: Prof2. Denise Maria Guimaraes
Freire, D.Sc., UFRJ.
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1 INTRODUCAO

A economia brasileira é uma das mais importantes economias do mundo baseadas na
agricultura, produzindo e exportando café, aclcar de cana, soja, mandioca, frutas, entre
outros. Entretanto, a grande producgdo desses produtos agricolas gera uma grande quantidade
de residuos. Nos ultimos anos houve um aumento na tentativa de tornar mais eficientes a
utilizacdo desses residuos, cuja disposicdo no meio ambiente causa sérios problemas de
poluigdo. Devido a quantidade de nutrientes disponiveis nos residuos agroindustriais estes
podem ser convertidos em produtos comerciais ou como componente na alimentacdo animal
(Soccol e Vandenberghe, 2003).

Mas, alguns residuos agroindustriais, como o farelo de cacau que é originado no
beneficiamento da améndoa do cacau, apresentam limitagdes no seu uso na alimentacéo
animal, devido a presenca de alcalGides (teobromina e cafeina), que estimulam o sistema
nervoso central (SNC) dos animais, como nervosismo, agitacdo, tremores e outros sinais.

Neste contexto a fermentacdo em estado sélido (FES) desempenha um papel de
destaque em processos de destoxificacdo bioldgica, utilizando fungos filamentosos, além de
representar um processo interessante para obtencdo de produtos de interesse biotecnolégico a
baixo custo, tais como as lipases.

As lipases (triglicerol acil-hidrolases, E.C. 3.1.1.3), sdo enzimas de origem animal,
vegetal ou microbiana. As lipases microbianas constituem um importante grupo de enzimas
biotecnologicamente valiosas, principalmente, pela versatilidade de suas propriedades e facil
producdo de massa. Essas enzimas sdo diversificadas na suas propriedades enzimaticas e
especificidade a substratos tornando-se muito atrativas para aplicagdes industriais na obtencéo
de vérios produtos tais como: alimentos, detergentes, tratamento de efluentes e fabricas de
papel (Sharma et al., 2001; Pelizer et al., 2007).

O emprego de fermentacdo no estado sélido (FES) esta relacionado com: a producéo
de enzimas; enriquecimento protéico de residuos agroindustriais, nos quais 0s microrganismos
selecionados aumentam o teor protéico desses materiais, de modo a serem utilizados na
alimentacdo humana ou animal; a destoxificacdo de residuos, por meio da eliminacdo de
substancias recalcitrantes que impedem sua aplicacdo intensiva e na producdo de &cidos

graxos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Rejeitos Agroindustriais

O setor agroindustrial brasileiro gera uma grande quantidade de residuos. Esses
residuos gerados podem ser usados como substrato para o crescimento celular. A matéria
organica presente neste material é usada como fonte de energia para o crescimento e o
carbono para a sintese de biomassa celular e dos produtos do metabolismo microbiano. A
utilizacdo dos residuos da agroindustria brasileira, além de fornecer diferentes alternativas de
substratos para fermentacdo, também ajuda na diminuicdo dos problemas de poluicao (Silva et
al., 2005a; Pandey et al., 1999a).

Atualmente os esforgcos concentram-se no emprego de subprodutos agroindustriais
como substrato, buscando obter produtos de alto valor comercial e baixo custo de producéo.
Varios residuos agroindustriais podem ser utilizados como substrato, como o bagaco de
laranja, farelo de trigo e de arroz, farelo de soja, polpa de maca, polpa de café, quirela do
milho, bagaco de cana, bagaco de abacaxi, pedinculo de caju etc (Pandey, 2002).

Alguns residuos agroindustriais apresentam limitagcdes no seu uso como fertilizantes
ou na alimentacdo animal, devido a presenca de compostos toxicos, alergénicos ou
antinutricionais. Além disso, esses fatores tornam problematica a sua disposicdo no meio
ambiente, podendo levar a sérios problemas ambientais. Diversas tentativas tém sido
realizadas para eliminar esses fatores (Godoy, 2009). Dentre os residuos citados, destaca-se 0
farelo de cacau.

2.1.1 Farelo de cacau

Cultivado oficialmente no Brasil desde o século XVII, inicialmente na Regido Norte,
sobretudo no Estado do Par4, o cacau, Theobroma cacao (Figura 1), chegou ao Sul da Bahia a
partir do século XVIII, estado onde encontrou condi¢des favoraveis ao seu desenvolvimento e
que viria a se tornar, nos anos seguintes, o maior produtor nacional do fruto (Gongalves et al.,
2009).

13



Figura 1: Cacau - Theobroma cacao. Fonte: (Ceplac, 2011).

Segundo dados do IBGE, o Brasil produziu 218,48 mil toneladas de cacau (améndoa)
em 2009, sendo as Regides Norte/ Nordeste responsaveis por mais de 96% dessa producéo.
Nesse mesmo ano, o Nordeste produziu 137,92 mil toneladas da améndoa do fruto,
respondendo a Bahia por 100% da producdo regional e cerca de 64% da nacional (Sena,
2011).

O gréo do cacau € utilizado para fabricacdo de chocolate e durante o processamento
gera uma grande quantidade de residuo denominado farelo de cacau. Considerando-se que o
farelo de cacau representa 10% da producdo das améndoas secas de cacau (Neto et al., 2008),
que foi estimada em 218.000 t, no ano de 2009, estima-se que a producdo brasileira desse
residuo, neste ano, no Brasil, foi de 21.800 t.

A proporc¢do aproveitavel de subprodutos e residuos do cacau é bastante expressiva,
pois menos de 8% do peso do fruto do cacaueiro, em estado normal de maturacdo, é usado
pela industria beneficiadora. Em geral, um fruto com peso médio de 500g, é constituido de
80% da casca do fruto e 20% de semente, na qual estdo presentes o grédo seco (10%), a
améndoa (8%), a testa (1,5%) e outros constituintes (0,5%) do total do fruto (Pires et al.,
2005).

A Figura 2 apresenta as principais etapas do processamento do cacau em chocolate,
onde o farelo de cacau é obtido.
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Figura 2: Fluxograma do processamento de cacau em chocolate. Fonte: (Rodrigues et al.,

2011).

Durante o processamento, na etapa de torrefacdo, apos a fermentacdo e secagem dos
grdos, com temperatura em torno de 150°C, a umidade do mesmo é reduzida para cerca de
2%.

Na tostagem, compostos fenolicos, como taninos, presentes no grdo, sdo oxidados,
sendo nesse processo eliminado também o &cido acético formado durante a fermentacdo,

ésteres e outras substancias aromaticas ndo desejaveis. Apds tratamento térmico, o aroma e a
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cor dos gréos séo reforgados, tornando os gréos duros e quebradi¢os, com desprendimento da
casca da semente.

Essa casca constitui o farelo de cacau, que possui composi¢cdo variando de acordo
com processo usado nessa separacao. Aderidos a casca, podem se soltar pedacos do gréo; a
maior ou menos quantidade que se solta, confere ao farelo de cacau diferencas em sua
composicdo quimica, principalmente em proteina e fibra. Além da torrefagéo, outro processo
pode ser usado para separar a casca do grdo, que consiste em lava-los apds secagem ao ar e,
em seguida, submeté-los a vapor em equipamento apropriado; dessa maneira, 0 grdo incha e a
casca se solta (Pires et al., 2005).

Dentre varios residuos existentes, o farelo de cacau, face sua composicao
bromatoldgica e disponibilidade, pode apresentar grande potencial para a utilizacdo na
alimentacdo de ruminantes.

De acordo com os dados obtidos por Carvalho et al. (2008) e utilizados na composi¢éo
de racdo de ruminantes, a Tabela 1 apresenta a composicao quimico-bromatolégica do farelo

de cacau.
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Tabela 1: Composi¢do quimico-bromatoldgica do farelo de cacau.

Item Farelo de cacau
MS 89,8
MO* 92,6
PB! 13,5
EE? 9,9
FDN' 48,5
FDN'cp 43,6
FDA' 40,0
CINZAS! 7.4
LIGNINA! 17,9
CELULOSE! 23,1
HEMICELULOSE" 8,5
NIDN* 1,1
NIDA' 1,0
NIDN? 50,5
NIDA? 47,7
CHO! 69,2
CNF* 25,7
DIVMS? 47,0

1 % da MS; 2 % do NT. MS = matéria seca; MO = matéria orgénica; PB = proteina bruta;

EE = extrato etéreo; FDN = fibra em detergente neutro; FDNcp = fibra em detergente neutro isenta de
cinzas e proteina; FDA = fibra em detergente &cido; NIDN = nitrogénio insolivel em detergente
neutro; NIDA = nitrogénio insolivel em detergente &cido; CHO = carboidratos totais; CNF =
carboidratos néo fibrosos; DIVMS = digestibilidade in vitro da matéria seca.
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2.1.1.1 Alcaléides

O farelo de cacau apresenta varios alcaldides, sendo 0s mais importantes a teobromina
e a cafeina. A presenca destes compostos restringe 0 uso desse residuo na composicdo de
racdes de animais.

A Teobromina (C;sHgN4O,, ou 3,7-dimetillxantina, ou 3,7-Dihidro-3,7-dimetil-1H-
prine-2,6-diona) (Figura 3) é um alcaléide da familia das metilxantinas, que inclui também
compostos similares como a teofilina e a cafeina. Difere destes apenas ou no nimero de
grupos metis (caso da cafeina com mais um grupo metil), ou na posicdo destes (caso da
teofilina, em que um dos grupos metis se encontra em posicéo diferente).

N
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Figura 3: Estrutura quimica da Teobromina. Fonte: (Cadeiras, 2011).

A Teobromina isolada apresenta-se na forma de um fino pé branco, inodoro, amargo e
pode ser letal para alguns animais, como cdes e cavalos, devido a sua menor velocidade de
metabolizacdo. Possui propriedades diuréticas e vasodilatadoras, sendo ainda um estimulante
cardiaco. N&o possui, contudo propriedades estimulantes (como a cafeina ou a teofilina, por
exemplo). Nomes alternativos para a substanica: Riddospas, Riddovydrin, Santheose,
Seominal, Theobrominum, Theoguardenal, Theominal e Théoxalvose (Cadeiras, 2011).

A quantia de teobromina encontrada no chocolate é pequena o suficiente para ser
consumido seguramente por humanos, mas animais que a metabolizam mais lentamente,
como cachorros, podem sucumbir por envenenamento por teobromina.

A dose de teobromina que pode ser tdxica em cachorros gira entre 100 e 150 mg/kg.
Geralmente chocolates ao leite possuem 154 mg/100g de teobromina; o meio-amargo cerca de
528 mg/100 g. Complicacdes incluem problemas digestivos, desidratagdo, excitabilidade, e
uma taxa lenta de batimentos do coragdo. Fases posteriores ao envenenamento por teobromina
incluem ataques epiléticos e morte. (Ford e Mazzaferro, 2011). Na Tabela 2 estdo as

principais caracteristica da Teobromina.
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Tabela 2: Propriedades Quimicas e Fisicas da Teobromina.

Sindnimos 2,6-Dihidroxi-3,7-dimetil-purina; 3,7-Dimetil-xantina;
Peso molecular 180.16

Ponto de fusdo 290 - 295°C

Ponto de ebuligdo -295 °C

_ S22- N&o inalar po
Descricéo de seguranca _
S24/25- Evitar contato com pele e olhos

Solubilidade em 4gua  <0.1 g/100 mL a 18 °C

(Adaptado de Ford e Mazzaferro, 2011).

A cafeina (Figura 4) é um alcal6ide farmacologicamente ativo, pertencente ao grupo
das xantinas e € encontrado em certas plantas e usado para o consumo em bebidas, na forma

de infusdo, como estimulante.
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Figura 4: Estrutura quimica da Cafeina. Fonte: (Monteiro e Trugo, 2005).

A cafeina apresenta-se sob a forma de um pd branco ou pequenas agulhas, que
derretem a 238 °C e sublimam a 178 °C, em condi¢bes normais de temperatura e pressio. E
extremamente sollvel em &gua quente, ndo tem cheiro e apresenta sabor amargo (Monteiro e
Trugo, 2005; Wikipédia, 2011).

O grdo cru (cacau) possui 1-2% de teobromina e 0,1% de cafeina. A casca do grao
possui de 0,5 a 0,8% de teobromina. Entretanto, apos sofrer fermentacéo e torrefacdo, esse
teor aumenta para 1,0 a 2,98%, com média de 2,2%, por transferéncia, a partir do gréo.

A cafeina e a teobromina tém vérias agdes em comum. Elas estimulam o sistema
nervoso central (SNC), agem sobre os rins, induzindo a diurese, estimulam o musculo
cardiaco e relaxam o musculo liso, em particular a musculatura brénquica. Sdo escassos 0s
estudos da agdo da teobromina em animais, mas, além das ja citadas, sabe-se que, & medida
que a dose é elevada, as metilxantinas produzem nervosismo, agitacdo, tremores e outros

sinais de estimulacdo do SNC. Em doses mais altas, surgem convulsdes.
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Pires et al. (2005) destacaram o aparecimento de feridas na pele de novilhos,
principalmente nos membros, regido do ventre e barbela dos animais que consumiram durante
a dieta, cerca de 50% de farelo de cacau (ndo fermentado), sendo que essas feridas surgiram
apos 13 dias de consumo e desapareceram logo que 0s animais passaram a receber a dieta
com 0% de farelo de cacau.

Nunes (1998) relatou que o farelo de cascas de cacau deve ser usado em até 30% dos
concentrados para vacas em lactacdo, de 10 a 15% da racdo de suinos e abaixo de 5% da racédo
para aves. Acima desses valores, pode provocar morte em suinos e queda na postura nas aves,
além de menor fertilidade, reducdo no numero de pintos vendaveis e aumento da mortalidade
embrionéria de aves (Pires et al., 2005).

Atualmente, conceitos de minimizacao, recuperacao, aproveitamento de subprodutos,
destoxificacdo e bioconversdo de residuos sdo cada vez mais difundidos e necessarios para as
cadeias agroindustriais. Os residuos, mesmo apresentando boa qualidade protéica e energética
necessitam ser melhorados quanto a sua digestibilidade, presenca de fatores antinutricionais e
componentes toxicos (Laufenberg et al., 2003; Rosa, 2010).

Nesse contexto, a fermentacdo em estado sélido (FES) se apresenta como uma

tecnologia capaz de propor caminhos alternativos para os residuos gerados.

2.2 Fermentacdo em Estado Solido (FES)

A Fermentacdo em estado solido vem sendo utilizada desde a antiguidade. O uso do
molho de soja na China é reportado desde 3000 a.C e no Japao e sudoeste da Asia desde 1000
a.C (Arauljo, 2004).

A producdo de acido gluconico, &cido citrico e enzimas comecaram a serem
desenvolvidas entre as décadas de 1920 a 1940. A partir de 1940, os paises ocidentais
direcionaram seus esforcos para o desenvolvimento e aprimoramento dos processos de FS,
dando pouca ou nenhuma importancia a FES. Depois da 22 Guerra Mundial, os processos de
FS tornaram-se muito conhecidos, impulsionados pelo sucesso na fabricagcdo de penicilina,
tornando-se modelos tecnoldgicos para a producdo de qualquer composto por fermentag&o.
Assim, o progresso no desenvolvimento da tecnologia de FS levou a uma estagnacao de FES
nos paises ocidentais. Alguns trabalhos isolados, fazendo uso da FES, foram realizados entre
1950 e 1960, objetivando a transformacédo de esterdides por culturas de fungos e, entre 1960 e

1970, para a produgdo de micotoxinas.
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No entanto, foi o enriquecimento protéico de ra¢fes animais a principal atividade que
motivou a utilizagdo da FES nos paises Ocidentais apds 1940, pois tratava-se de um processo
que permitia a utilizacao de residuos agroindustriais, agregando valor a um material de baixo
custo e, em alguns casos, minimizando a polui¢éo causada por estes residuos (Pandey, 2003).

A Fermentagdo em estado sélido (FES) é definida como o crescimento de
microrganismo em substratos sélidos (Figura 5) umedecidos ou suportes inertes, na auséncia
(ou quase) de agua livre. Neste caso, 0 microrganismo pode crescer entre os fragmentos do
substrato (dentro da matriz do substrato) ou sobre a superficie do substrato, consumindo o
substrato e secretando metabdlitos, dentre os quais as enzimas (Mitchell et al., 2006a;
Rahardjo et al., 2005).

Figura 5: Representacdo da Fermentacdo em Estado sélido. Fonte: (O autor).

A matriz solida pode ser classificada em duas categorias: 1) as particulas sdo, ao
mesmo tempo, suporte e substrato (materiais organicos e lignocelulésicos); 2) a matriz sélida
é apenas um suporte e deve ser acrescida de nutrientes.Este processo permite o cultivo de
microrganismos, principalmente de fungos, de modo semelhante ao seu crescimento em
habitat natural (Palma, 2003; Jecu, 2000).

A técnica de FES tem recebido uma maior atencdo dos pesquisadores, tanto para
producdo de enzimas, quanto para obtencdo de substancias de interesse da inddstria de
alimentos, pois tem mostrado que pode ofertar maior produtividade ou produtos com
melhores caracteristicas do que a fermentacdo submersa. Além disso, h4 a possibilidade de
utilizacdo de substratos de baixo valor agregado, diminuindo assim o custo da producao
(Robinson e Nigam, 2003).
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Embora a FES tenha sido desenvolvida para a manufatura de produtos tradicionais,
como alimentos e bebidas fermentadas, sua aplicacdo, atualmente, tem se estendido as
industrias farmacéuticas e bioguimicas, destacando-se alguns produtos e processos como
enzimas, acidos organicos, etanol, biogas, antibidticos, enriquecimento protéico de alimentos
fermentados, pré-digestdo de ragBes animais, e variagbes dos tradicionais alimentos
fermentados. De uma forma geral, a aplicagdo comercial dos processos de FES podem ser
divididos em dois tipos: 1) aplicacbes sécio-econdmicas como aproveitamento de residuos
agroindustriais; 2) aplica¢fes lucrativas, economicamente, como producdo de enzimas e
enriquecimento protéico (Palma, 2003).

Na Tabela 3 estdo os principais produtos que podem ser obtidos por fermentacdo em

estado solido.
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Tabela 3: Produtos que podem ser obtidos por FES a partir de diferentes residuos e fungos

filamentosos.

Produto/Processo

Microrganismos principais

Substratos

Enzimas

Pectinases

Hemiceluloses

Celulases
Amilases

Protease

Lipases
Fitase

Tanase
Substancias orgéanicas
Acido citrico

Acido giberélico
Pigmentos
Carotendides

Enriquecimento protéico

Lentinus edodes
Aspergillus carbonarius
Aspergillus niger

Trichoderma longibrachiatum

Aspergillus tamari

Trichoderma reesei
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Rhizopus oryzae

Penicillium restrictum
Aspergillus niger

Aspergillus niger

Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Gibberella fujkoroi
Monascus purpureus
Penicillium sp.
Penicillium decumbens

Rhizopus oligosporus

Residuos de frutas
Farelo de trigo
Polpa de café
Farelo de trigo
Farelo de trigo /
Sabugo de milho /
Bagaco de cana
Palha de trigo
Farelo de trigo
Residuos de Cha
Farelo de trigo
Torta de babacu
Farelo de trigo /
Frinha de soja

Farelo de trigo

Residuo de maca
Bagaco de cana
Residuo de goiaba
Residuo de abacaxi
Farelo de trigo
Arroz
Sabugo de milho
Palha de milho

Farinha de colza

(Adaptado de Pinto, 2003).
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O interesse pela FES vem a partir das caracteristicas apresentadas pelo processo. Abaixo
sdo citadas algumas vantagens da FES:

1. Menores riscos de contaminacéo, devido a baixa umidade do meio.

2. Simplicidade no preparo do meio de fermentacao.

3. Possibilidade de emprego de residuos abundantes e de custo reduzido como matéria-
prima, especialmente em paises como o Brasil.

4. Menor necessidade de espaco.

5. O crescimento celular ocorre em condi¢fes mais proximas aos dos habitats naturais.

6. O meio apresenta alta heterogeneidade e o0s substratos ndo estdo completamente
acessiveis ao microrganismo.

7. Maiores rendimentos e concentracdo mais alta do produto desejado.

8. Baixo consumo de agua.

2.2.1 - Fatores que influenciam a FES

As condi¢cdes ambientais como temperatura, pH, atividade de agua, nivel de oxigénio e
concentracdo de nutrientes e produtos afetam significativamente o crescimento celular e a
formagdo de produto. Os processos de FES necessitam das seguintes etapas: selecédo
cuidadosa da matéria-prima ou substrato, escolha de um microrganismo especifico, controle
dos parametros da fermentacdo propriamente dita, separacdo em alguns casos e a purificacdo
dos produtos (Gutierrez et al., 1998). O controle de determinadas variaveis se faz necessario

para a obtencdo de produtos com caracteristicas constantes e uniformes.

2.2.1.1 Umidade e atividade de dgua (Aw)

A &gua representa um papel primordial na FES, pois é responsavel pela difuséo de
solutos, gases e metabolitos inibitorios, bem como pela absorgéo celular (Pandey, 2003).

A umidade nos processos de FES geralmente varia entre 30 e 85%. A umidade 6tima
para o cultivo do microrganismo em FES é dependente da capacidade do substrato em reter
agua. Por exemplo, o nivel de umidade 6timo para o cultivo de Aspergillus niger em arroz é
de 40%, entretanto, para polpa de café é de 80%. Isto ilustra a inseguranca de usar a umidade
como parametro do crescimento do microrganismo. O requerimento de &gua pelo
microrganismo deve ser definido em termos de atividade de agua (Aw), do meio em lugar da

umidade do substrato solido (Doelle et al.,1992).
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Na FES, o microrganismo possui um limite de 4gua para suas atividades metabolicas e
seu crescimento. A atividade de agua 6tima para fungos €é por volta de 0,7; para leveduras 0,8
e para bactérias 0,9. Uma pequena flutuacdo nestes valores 6timos causa um grande distarbio
no crescimento e metabolismo dos microrganismos (Andrade, 1999).

Para cada espécie de microrganismo utilizado, existe um valor 6timo de umidade do
substrato para o crescimento celular, que pode n&o coincidir com o melhor valor para a
expressao do produto que se pretende obter no processo, como por exemplo, enzimas.
Narahara et al. (1982) fizeram esta constatacdo, por que estudaram o efeito da umidade do
substrato sobre a atividade de proteases e amilases produzidas por Aspergillues oryzae. Os
autores observaram que as atividades especificas diminuiram nos cultivos realizados com o
substrato mais Umido, condicdo que, no entanto, foi favoravel ao crescimento celular. Os
autores concluem que hd um valor de umidade 6timo para a producdo de enzimas em
substratos solidos o qual, ndo necessariamente coincide com o valor correspondente para a
obtencdo da maxima concentracdo celular. Assim, o controle da umidade do sistema pode
aumentar as produtividades enzimdticas nas FES’s. Han, Gallagher, Wilfred (1987)
confirmam esta conclusdao mostrando, em seu trabalho que, a minima umidade necessaria para
o crescimento de Aspergillus ficuum ndo é a mesma para producdo de fitase, no cultivo em
estado solido, a partir de grdos de cereais e sementes de leguminosas. Os autores obtiveram
que, para a producédo da enzima, a umidade necesséria esteve entre 25 e 35%, enquanto para o
crescimento celular os valores deveriam estar acima de 50%. Neste estudo, o nivel da
atividade de fitase foi sensivelmente reduzido quando o contetdo de umidade do substrato
excedeu os 40%, além de se observar que a faixa Otima de umidade para a producdo da
enzima (20 a 35%) foi muito mais estreita do que para o crescimento celular (maior que 50%).

A explicacdo para estes resultados, segundo os autores, pode estar no fato de que,
baixas umidades do substrato resultam em cultivos com extensa fase lag, havendo tempo
suficiente para se alcancar valores maximos de producao enzimatica (Palma, 2003).

Castilho (1997) considerando a producdo de poligalacturonase por Aspergillus niger
em funcdo da produtividade atingida nos diferentes tempos de fermentagdo, com umidade
variando de 25 a 70%, concluiu que as maiores produtividades ocorreram em torno de 22
horas, com teores iniciais de umidade iguais a 40% e 55%.

O preparo e a selecdo do substrato devem levar em conta os niveis de atividade de
agua e umidade ideais. A adi¢cdo de &gua ou solugdo de nutrientes ao meio pode ser utilizada

de forma a alcancar os niveis ideais para o desenvolvimento do cultivo (Correia, 2004).
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2.2.1.2 Sele¢éo de Substrato

A selecéo dos substratos para 0 processo de FES depende da sua composi¢do quimica e a
manutencdo desse substrato com a mesma composic¢ao durante o trabalho desenvolvido, pois
a producdo do metabolito de interesse ndo pode ser prejudicada pela perda da homogeneidade
do substrato.

Além da composicdo e da manutencdo das caracteristicas quimicas, uma das mais
importantes propriedades fisicas do substrato para a eficiéncia do processo de FES € o
tamanho de suas particulas. Particulas pequenas favorecem a compactacdo do sélido e,
consequentemente, impede a difusdo de gases no meio. Contrariamente, particulas grandes
favorecem maior aeracdo, mas limitam a superficie de contato do substrato para o
microrganismo. Portanto, o tamanho ideal da particula deve representar um compromisso
entre a acessibilidade dos nutrientes e a disponibilidade de oxigénio (Mitchell et al., 2006a;
Pandey et al., 1999a).

2.2.1.3 Temperatura

Durante a FES grandes quantidades de calor séo liberadas, sendo estas diretamente
proporcionais a atividade metabolica do microrganismo. Em fungos filamentosos, a
temperatura influencia diretamente a germinacdo dos esporos, crescimento e formacdo de
produtos. Praticamente em todas as FES, a temperatura é um fator critico, devido ao acimulo
do calor metabdlico gerado, pois, além da dificuldade de mistura do meio s6lido, a maioria
dos substratos utilizados possui baixa condutividade térmica, o que pode gerar gradientes de
temperatura no biorreator (Pinto, 2003).

No inicio da fermentacdo, tanto a temperatura como a concentragdo de oxigénio, sao
0s mesmos em qualquer ponto do leito. No entanto, com o progresso da fermentacdo, o
oxigénio se difunde, permitindo que as reacbes metabdlicas acontecam, fato que, por sua vez,
libera calor, o qual ndo é facilmente dissipado devido a baixa condutividade térmica do
substrato e a dificuldades na conducéo através do leito da fermentacdo. Sendo assim, sdo
formados gradientes de temperatura e de concentracdo de oxigénio, que podem se tornar
excessivos dependendo dos parametros de controle do sistema. Nesse caso podem ser
formadas zonas de alta temperatura e baixa concentracdo de oxigénio, que afetam
negativamente a produtividade em termos de formacdo de biomassa e metabolitos desejaveis

(Palma, 2003).
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Vérias estratégias para remocdo do calor podem ser adotadas e usadas de forma
combinadas:
1. Aeracdo forcada com ar umido remove calor por conducéo
2. Aeracao forgada com ar seco remove calor por evaporagao
3. Resfriamento da superficie externa do biorreator, com jaqueta de agua
4. Circulando &gua resfriada através de um trocador de calor interno
5. Colocar o biorreator em uma sala com temperatura controlada ou em um banho

com agua (pequena escala)
2.2.1.4 pH

O pH € uma variavel importante em qualquer processo bioldgico, havendo valores de
pH minimo, 6timo e méaximo para o desenvolvimento de cada microrganismo. Geralmente 0s
fungos preferem pH baixo (4,5 — 6,0) e as bactérias pH proximos a neutralidade (6,5 — 7,0). O
pH do meio afeta 0 metabolismo dos microrganismos por alterar seu conjunto enzimatico.
Embora o pH seja um fator relevante para a otimizacdo dos processos em estado sélido o
controle e monitoramento deste parametro, durante as FES’s, ndo ¢ facil de ser realizado
(Perazzo Neto, 1999; Pandey, 2003).

Alguns eletrodos tém sido utilizados para medidas do pH diretamente da superficie do
substrato sélido, mas a medida na suspensdo aquosa ou no extrato, preparado a partir da
amostra solida, € o procedimento mais comum. Entretanto, a forma da agua nos substratos
solidos constitui um obstaculo para a medida do pH. Na maioria dos casos mede-se 0 pH apds
colocar, em suspensdao, uma parte da amostra sélida em 3 a 4 partes de agua. Este método
permite medir o pH global, todavia ndo é totalmente representativo dos valores de pH nos
micro ambientes, localizados no filme aquoso, onde se passam, na realidade, as reagdes
bioquimicas. Sendo assim, a determinacdo exata do pH, em substratos solidos é feita, com
preciséo, somente no inicio e no final do processo fermentativo (Palma, 2003).

Utilizam-se substratos com boa capacidade tamponante ou a adicdo de solucGes-
tampé&o durante a etapa de umidificacdo do substrato, como tentativa de amenizar o efeito de

uma variacdo brusca do pH (Del Bianchi et al., 2001).
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2.2.1.5 Inéculo

Uma concentracdo baixa de inoculo pode favorecer o desenvolvimento de
contaminantes e formar pouca biomassa. Por sua vez, um indculo com elevada concentragdo
de esporos pode exaurir o0 meio para a formacdo de biomassa, reduzindo a quantidade do
produto que se deseja obter. Caso se deseje a producdo de biomassa é recomendado o
emprego de inoculo elevado para evitar contaminantes, porém deve-se ter o cuidado para ndo

se elevar muito o custo de producdo com a preparacdo do inoculo (Araujo, 2004).

2.2.1.6 Requerimentos nutricionais

Os meios fermentativos devem conter todos os elementos imprescindiveis a sintese de
material celular e formacdo de produto, além de serem economicamente viaveis. Os
microrganismos necessitam de carbono, nitrogénio, minerais, agua, eventualmente fatores de
crescimento.

e Fontes de Nitrogénio

A maioria dos fungos pode assimilar nitrogénio inorganico sob a forma de nitrato ou
amonia em adicdo a utilizacdo de grande diversidade de compostos organicos nitrogenados. A
amonia é o maior regulador da assimilacdo de nitrogénio e, na sua presenca, € reprimida a
utilizacdo de outras fontes nitrogenadas como nitrato, aminoacido e proteina. Os aminoacidos
e pequenos peptideos obtidos de hidrolisados de proteinas (peptonas) podem ser transportados
para dentro da célula. Peptideos grandes e proteinas necessitam, antes, ser hidrolisados por
enzimas extracelulares, as proteinases. Apesar de 0s aminoacidos e proteinas serem usados
principalmente como fonte de nitrogénio eles, também, podem atuar como fonte Unica de
carbono por alguns fungos (Carlile e Watkinson, 1997).

e Fontes de Lipideos

A maior parte dos vegetais s6 contem pequenas quantidades de lipidios, porém alguns
contém em suas sementes quantidades muito grandes. Estas plantas de sementes oleaginosas
sdo muito importantes comercialmente.

Os acidos graxos naturais sdo em geral compostos monobasicos e alifaticos, que
diferem pelo numero de carbono e duplas ligagdes. Podem ser saturados (sem ligacdo dupla)
ou ndo saturados (com duplas ligagdes). Embora exista um numero considerdvel de acidos

graxos, os lipidios considerados alimentares sdo formados essencialmente os mesmos acidos
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graxos: acidos palmitico, esteérico, oléico e linoléico, havendo mudanga nos teores que cada
uma destes em funcdo da fonte lipidica.

A presenca de duplas ligagdes na estrutura dos acidos graxos insaturados os torna
muito mais reativos que os saturados. Igualmente, para qualquer tamanho de cadeia, quando
ha presenca de duplas ligacGes, os pontos de fusdo sdo reduzidos consideravelmente. Essas
caracteristicas facilitam a ocorréncia de reacfes de grande importancia nutricional (Rosa,
2010).

e Outros nutrientes

Os elementos carbono, hidrogénio, oxigénio, nitrogénio, enxofre, fésforo, magnésio e
potassio sdo requeridos em grande quantidade porque participam da quase totalidade das
substancias celulares. Os trés primeiros (C, H e O) sé&o fornecidos na forma de compostos
organicos, de diéxido de carbono, de oxigénio molecular e de 4gua e o nitrogénio sob a forma
adequada (organica ou inorganica).

Os quatro elementos seguintes (S, P, Mg e K) sao fornecidos ao fungo sob a forma de
sais. Alguns fungos requerem fatores de crescimento, principalmente vitaminas e outros como
o ferro, cobre, manganés, zinco e molibdénio, que, por serem micronutrientes, sao requeridos

em quantidades minimas (Carlile e Watkinson, 1997).

2.2.2 Biorreatores para FES

Nos processos de fermentacdo, o biorreator deve criar um ambiente adequado para o
crescimento e atividade dos microrganismos. Para isto, 0 biorreator deve ser projetado de
forma a impedir a entrada de substancias estranhas ao ambiente, bem como permitir o estreito
contato entre 0 meio e 0 microrganismo, ao longo de todo o cultivo (Pandey et al., 2001). De
maneira geral, o biorreator ideal deve ter varias caracteristicas:

e O material de construcdo deve ser ndo tdxico e capaz de suportar alta presséo,
geralmente vapor pressurizado para esterilizagéo.

e N&o deve ser afetado pela corroséo quimica.

e Possuir sistema para aeracdo/agitacdo bem como permitir a retirada de amostra
periddica, sem comprometer 0 processo.

e Um mecanismo de resfriamento para controlar a energia gerada pelo metabolismo na

forma de calor.
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Os reatores, a serem utilizados nos processos de FES, devem ser projetados levando-se
em consideracdo, ndo apenas 0s aspectos gerais de operacdo, mas também as particularidades
inerentes a este tipo de processo. A variedade de materiais que podem ser utilizados como
suportes ao crescimento e suas caracteristicas como composi¢cdo, tamanho, resisténcia
mecanica, porosidade e capacidade de retencdo de agua, somados ao fato da baixa umidade do
substrato que conferem problemas de transferéncia de calor ao sistema, devem ser levados em
consideracdo no projeto e nas estratégias de controle de um reator que vai operar em um
cultivo em estado solido. A morfologia do fungo, no que diz respeito a presenca de hifas
septadas ou ndo (o que confere maior ou menor resisténcia mecanica a eventual agitacdo do
meio), e a necessidade, ou ndo, da esterilidade no processo sdo outros fatores que influenciam
0 projeto dos biorreatores para FES (Durand, 2003).

Para estudos de laboratorio tem se usado geralmente frasco, placa de Petri e jarra ou
colunas de vidro. Erlenmeyer (Figura 6) de boca larga oferece facilidade de manipulacéo e é
empregado comumente para processo de FES sem qualquer agitacdo e aeragdo. Faceis de usar
em grandes quantidades, eles sdo bem adaptados particularmente para a escolha do substrato
ou microrganismos nos primeiros passos de uma pesquisa e programa de desenvolvimento.
(Pandey et al., 2001).

Figura 6: Biorreator em escala laboratorial - Erlenmeyer. Fonte: (O autor).

2.2.3 Microrganismos usados em FES

Bactérias, leveduras e fungos filamentosos podem crescer em substratos solidos.
Contudo, sdo os fungos filamentosos 0s microrganismos mais adaptaveis a este tipo de
processo. Os fungos sdo capazes de crescer em baixos valores de atividade de &gua e altas

pressdes osmoticas. O proprio modo de crescimento dos fungos gera uma vantagem sobre 0s
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microrganismos unicelulares. A combinagdo de prolongamento da regido apical e a geracao
de novas hifas permitem aos fungos uma réapida colonizac¢do dos substratos solidos, além de
uma melhor utilizacdo dos nutrientes disponiveis. De forma coordenada ao crescimento, 0s
metabolitos excretados pelo microrganismo permitem a penetracdo das hifas nas particulas
solidas, o que aumenta o contato e a disponibilidade dos substratos macromoleculares, bem
como a assimilagdo e metabolizacdo dos nutrientes (Pinto, 2003).

Como exemplos, pode ser citado o uso de culturas de Rhizopus, Trichoderma,
Penicillium ou Aspergillus para obtencédo de enriquecimento protéico e producdo de enzimas.
(Del Bianchi et al., 2001).

A escolha do microrganismo adequado € importante no sucesso da producdo desejada.
O Aspergillus niger, por exemplo, tem a capacidade de produzir 19 tipos diferentes de
enzimas, dependendo da inducdo e/ou do substrato. A reproducdo dos fungos filamentosos
pode acontecer pelos esporos, que sdo germinados, formando estruturas filamentosas
chamadas hifas, cujo crescimento é limitado na sua porcdo terminal. E importante ressaltar
gue, um mesmo micélio, formado pelo conjunto das hifas, apresenta diferentes estagios
fisioldgicos, uma vez que as hifas proximas a extremidade, que apresentam crescimento, sdo
mais jovens que as demais, localizadas no interior do micélio, onde ndo se detecta
crescimento. Como as hifas de extremidade séo proporcionalmente muito menores em relacao
a fracdo interna do micélio, pode-se dizer que a propor¢do de biomassa nova em relacdo a
massa total diminui com o avanco da cultura.

O crescimento dos fungos filamentosos em FES é apresentado por dois tipos de hifas
(Figura 7), assim denominadas: 1) hifas aéreas; 2) hifas penetrativas. As hifas aéreas
aparecem sobre a interface ar-liquido e as hifas penetrativas estdo em contato direto com o
substrato. As hifas penetrativas podem desempenhar um importante papel na disponibilidade
do substrato, pois, na maioria das vezes, estes sdo polimeros insolGveis em agua que precisam
ser degradados em fragdes monoméricas, sollveis em agua, para serem, entdo, consumidos
pelos fungos. Portanto, esta degradacdo enzimatica do substrato, pela fragdo penetrativa das
hifas, € um fator determinante para o processo, pois, a partir dai, os fragmentos difundem-se
até a superficie das particulas, sendo transformados, pela acdo de outras enzimas, em

compostos metabolizaveis.

31



Figura 7: Hifas Penetrativas e Aéreas. Fonte: (Mitchell et al., 2006b).

As hifas aéreas parecem ser responsaveis pelo consumo do oxigénio, uma vez que esta
fracdo do micélio ndo tem contato direto com o substrato. A adesdo dos fungos filamentosos
as particulas do substrato, durante o crescimento é uma importante propriedade destes
microrganismos uma vez que favorece a absorcdo dos nutrientes. No entanto, esta forte
ligacdo a uma matriz sélida implica na impossibilidade de separacdo entre o micélio e o
substrato e, conseqlentemente, na determinacdo, de forma direta, da biomassa formada
(Palma, 2003).

2.2.3.1 Aspergillus

Trata-se do género mais comum dos fungos filamentosos, além de ser um dos mais
estudados. As espécies que compde este género tém ampla distribuicdo mundial estando
presente na superficie, no ar e na agua, tanto em organismos vegetais bem como em animais,
além de estarem associadas com a deterioracdo de materiais vegetais e alimentos,
principalmente em regides de clima tropical e sub-tropical. Muitas das espécies de Aspergillus
sdo utilizadas para a obtencdo de enzimas, na biossintese quimica e na transformacdo de
compostos. Ha espécies patogénicas para 0 homem, para 0s animais e ha aquelas que durante
seu metabolismo produzem téxicos. A taxonomia atual reconhece 150 espécies do género
Aspergillus, entretanto somente 30 destas sdo bem definidas e atualmente facilmente
distinguiveis (Rosa et al., 2002).

As colbnias geralmente tém crescimento rapido e exuberante, inicialmente séo

brancas, amarelas, passando para marrom ou para 0 negro. A coldnia é composta por micélio
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aéreo com conidiéforos eretos, densamente distribuido sobre a superficie do meio e farta
producédo de conideos.

As estruturas morfoldgicas sdo caracteristicas importantes para a sua classificacdo. As
espécies pertencentes a este grupo produzem tipicamente o “aspergillum” ou “cabeca
aspergillar”, que consiste de uma haste (estipede) asseptado que termina em uma vesicula,
sobre a qual nascem as células conidiogénicas (fialides e métulas). As fidlides produzem os
conideos com diferentes pigmentacdes e ornamentacdes. Uma cabeca aspergillar simples
(uniseriada) ¢ formada por uma vesicula, total ou parcialmente coberta por uma série de
células alongadas (fialides) que geram os conideos. Quando se diz que a cabeca aspergillar é
bisseriada, é porque, antes da camada de fialides, esta apresenta uma camada de células que as
geraram, chamadas de métulas. A anatomia da cabeca aspergillar, forma da estrutura
anamdrfica que caracteriza o género esta apresentada na Figura 8. A estrutura inteira,

incluindo a cabeca aspergillar, a haste (ou estipede) e a célula pé, é chamada de conidiéforo.

conidios
vesiculas

conididforo

tidlides
fialides

memla

Figura 8: Morfologia representativa de espécies do género Aspergillus. Fonte: (Rosa et al.,
2002).

Os conidioforos sdo formados por uma estipede originada em uma célula pé (célula
podal), ndo ramificada, e termina em uma vesicula. A parede da estipede pode ser lisa ou
rugosa. As fialides sdo diretamente inseridas sobre a vesicula (monosseriados) ou a partir das
métulas que estdo inseridas diretamente a partir da vesicula (bisseriados). As estruturas

conidiogénicas (métulas ou fialides) podem estar distribuidas sobre toda a superficie da
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vesicula ou somente no extremo dela. Os conideos sdo formados a partir das fidlides e se
dispdem em cadeias curtas compactas colunares ou de forma radiada. Estes sdo unicelulares,
lisos ou rugosos, hialinos ou pigmentados.

O conjunto de estruturas reprodutivas, isto é, estipede, vesicula, métulas, fidlides e
cadeias de conideos, recebem o nome de Cabeca Aspergillar.

O Aspergillus niger (Figura 9) se caracteriza por colnia de 4-5 cm de diametro,
qguando desenvolvida em agar Czapek a 25°C por 7 dias. Consiste de uma base compacta
branca ou amarela, com uma densa camada de conidiéforos marrom escuro ou preta. A
cabeca tem forma radiada, preta, e composta de cadeias de conideos que tendem a se dividir
com a idade. Os conididéforos sdo formados por estipede liso hialino, também de coloracéao
marrom, vesiculas globulares com 50-100 um de didmetro, fialides ou métula com 7,0-9,5 um
X 3-4 um, métulas hialina ou marrom, muitas vezes septada com 15-25 x 4,5-6,0 um, conidia
globular com 3,5-5 pum de didmetro, marrom, ornamentadas com verrugas, lombadas e
cume.Tem como importante metabdlito toxico naphtho-T-pyrones, malformins (Samson et
al., 1995).

Figura 9: Aspergillus niger. Fonte: ( Adaptado de Slivinski, 2007).

O uso de Aspergillus niger em processos fermentativos apresenta algumas vantagens
em relacdo a outros fungos, como facilidade de manipulacdo, habilidade em fermentar uma
grande variedade de matérias-primas de baixo custo e produzir rendimentos elevados de
bioprodutos (Spier, 2005).

2.2.4 Enriquecimento protéico por microrganismos

As linhas de pesquisas em FES sdo o enriquecimento protéico de residuos
agroindustriais, nos quais 0s microrganismos selecionados aumentam o teor protéico desses

materiais, de modo a serem utilizados na alimentacdo humana ou animal; a destoxificacdo de
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residuos, por meio da eliminagdo de substancias recalcitrantes que impedem sua aplicacdo
intensiva; e a producdo de compostos de alto valor agregado, como enzimas (Raimbault,
1998; Pandey 2003).

Brand et al. (2000) conseguiram, atraves FES, melhorar as qualidades nutricionais de
casca de polpa de café, com a eliminacdo de cafeina e taninos presentes. Desta forma, o
processo de destoxificacdo por FES permite, muitas vezes, a eliminacdo de compostos
indesejaveis, tornando o residuo agroindustrial adequado para outras utilizacbes, como racao
animal, ou mesmo para um descarte seguro do mesmo, Sem causar prejuizos ao meio
ambiente. Além disso, com o0 mesmo processo é possivel, simultaneamente, agregar valor ao
rejeito através da producdo de enzimas (Godoy, 2009).

Os residuos agroindustriais, constituidos principalmente por polimeros estruturais
como celulose, hemicelulose e lignina, sdo atualmente utilizados como as principais fontes de
racdo para ruminantes. Entretanto, sua qualidade como ragéo, especialmente em termos de
digestibilidade e valor nutricional, ndo depende apenas da quantidade desses polimeros, mas
também da quantidade de substancias prontamente disponiveis, como agucares e aminoacidos,
na maioria das vezes ausentes nestes rejeitos (Bisaria et al., 1997).

A alimentacdo dos animais representa 0 maior custo, sobretudo quando se utiliza fonte
suplementar como o milho/soja, que, apesar da elevada qualidade nutricional, apresenta, em
geral, alto custo, tornando necessaria a utilizacdo de fontes alimentares alternativas com
melhor relacdo custo/beneficio. Na busca por alimentos alternativos deve ser considerado o
seu valor nutritivo, o nivel de sua inclusédo e a sua viabilidade econémica (Silva et al., 2005b).

No Brasil, muitos residuos da agroindistria estdo sendo utilizados para
enriquecimento protéico: casca de abacaxi (Oliveira et al., 2005); casca de maracuja (Oliveira
et al, 2006), raquetes de palma forrageira (Amorim et al., 2005); bagaco do pedunculo do caju
(Campos et al., 2005); casca e polpa de café (Pandey et al., 2000), dentre outros.

O enriguecimento protéico de residuos tém sido propostos por muitos pesquisadores.
De Gregorio et al. (2002) utilizaram polpa de limdo (contendo 11,7 % de proteina) como
substrato para o crescimento de Aspergillus niger e Trichoderma viride e consequente
obtengdo de single cell protein (SCP) e poligalacturonase. A. niger produziu 25,6 % de
proteina bruta e T.viride 31,9 %.

O uso de microrganismos como alimento ou como suplemento protéico tem atraido
grande interesse, pois estes sdo capazes de crescer em diferentes tipos de subprodutos
industriais, produzindo grandes quantidades de células, denominadas proteina unicelular ou

proteina microbiana. A biomassa microbiana, considerada como um concentrado protéico
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natural contém proteinas completas, com todos os aminoacidos essenciais (Parajo et al., 1995;
Villas Boas e Esposito, 2000).

A proteina microbiana é definida por Litchfield (1983), como as células secas de
microrganismos, cultivadas em grande escala e utilizadas como fonte de proteina na
alimentacdo humana e na ragdo animal. Tem sido produzida a partir do cultivo de diferentes
microrganismos. Aspergillus, Trichoderma, Penicillium, entre outros, sdo alguns dos fungos
cultivados para a obtencao de proteina microbiana (Albuguerque, 2003).

As vantagens da producdo de proteinas microbianas a partir dos residuos
agroindustriais sdo de interesse, com base nas seguintes consideracdes: o tempo de geracao
dos microrganismos é bastante curto, o que propicia um aumento rapido de massa celular; o
conteddo de proteina dos microrganismos é geralmente mais elevado que a maioria dos
vegetais; sua producdo independente € mais acessivel; exigem pequena disponibilidade de
agua e espaco e a diversificacdo de substratos utilizaveis, principalmente os residuos
agroindustriais, contribuindo para minimizar os problemas de perda na industrializacdo das

frutas tropicais (Oliveira et al., 2005).

2.2.5 Lipases

As lipases (triacilglicerol éster hidrolase, E.C. 3.1.1.3) sdo enzimas hidroliticas que "in
vivo" catalisam a hidrolise de triacilglicerdis de cadeia longa (acima de 10 atomos de
carbono), sendo a trioleina o seu substrato padrdo, aos acidos graxos correspondentes e
glicerol (Figura 10), constituindo uma classe especial de carboxil éster hidrolases (Diaz et al.,
2006; Jaeger e Eggert, 2002).

H,—0—C—R CH,—OH RCO,H
iH—o—dD—n- _ Hpases éH_DH . R'CO,H

u—o—p H,—OH R'COH

Triacilglicerol glicerol acidos graxos

Figura 10: Reacgdo geral de hidrdlise de um triacilglicerol. Fonte: (Adaptado de Fernandes,
2007).

Além de catalisarem naturalmente reacGes de hidrolise, sdo também capazes de

promover reacOes reversas de sintese, como rea¢Ges como esterificacdo, transesterificacao,
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interesterificacdo (alcodlises, aciddlises), amindlise e lactonizacdo (Figura 11). A ampla gama
de reacOes catalisadas confere as lipases um grande potencial biotecnologico (Jaeger E

Eggert, 2002; Pandey et al., 2004; 1999b).
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Figura 11: Representacdo esquematica das reacdes catalisadas por lipases. Fonte: (Adaptado

de Paques e Macedo, 2006).

As lipases geralmente ndo requerem cofatores, atuam em uma ampla faixa de pH, séo
relativamente estaveis a altas temperaturas, apresentam especificidade, regiosseletividade,

quimiosseletividade e enancio-seletividade (Pandey et al., 1999b).
Pesquisas relacionadas as lipases tém aumentado devido a gama de possiveis

aplicacdes praticas que possuem a nivel industrial. Estas enzimas tém sido utilizadas na
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hidrdlise de gorduras, producdo de acidos graxos e aditivos de alimentos, sintese de ésteres e
peptideos, resolucdo de misturas racémicas ou adi¢do em detergentes (Maleata, 1996).

2.2.5.1 Fontes de Lipase

As lipases séo originarias de grande numero de bactérias, fungos, plantas e animais,
tendo suas propriedades variaveis de acordo com sua procedéncia. (Saxena et al., 2003).

Particularmente, as enzimas microbianas sdo mais estaveis que as extraidas de plantas
e animais, tornando sua produgdo mais conveniente e segura. As lipases provenientes de
microrganismos constituem um grupo de valiosas enzimas de aplicacdo biotecnoldgica,
devido principalmente a versatilidade de suas propriedades, no que se refere a atuacao
enzimatica e especificidade ao substrato, e facilidade de producdo em massa, sendo um dos
grupos mais utilizados no segmento industrial (Hasan et al., 2006).

As lipases microbianas em geral sdo extracelulares, sendo excretadas atraves da
membrana externa para 0 meio de cultura. A otimizacdo das condi¢cbes de fermentacdo para
lipases microbianas é de grande interesse, desde que as condic¢Bes de cultura ndo influenciem
nas propriedades da enzima, bem como na proporcdo de lipase extracelular e intracelular
(Wooley e Peterson, 1994).

Na Tabela 4 estdo relacionados estudos de producéo de lipases por FES.
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Tabela 4: Estudos de producdo de Lipases por FES.

Tempo o
g Temp. e Atividade
e
Microrganismo  Substrato Culti Umidade Lipolitica  Referéncia
ultivo
(°C/%) (U/gSS)
(h)
Bagaco de
Rhizopus cana-de-
homothallicus Diaz et al.
acucar e 12 40/75 1500
) (2006)
Oleo de
oliva
Farelo de :
_ Mahadik et al.
trigo 120 30/- 630
(2002).
A s i Farelo de
spergillus niger
Perg | trigo e torta Mala et al.
72 30/62 384 (2002).
do oleo de
gergelim
Torta de Kamm;; Mala
Oleo de 72 30/- 364 Puvanakrisha
: n (1998).
gergelim

U/gSS = unidades de enzima por grama de substrato seco; (-) ndo especificado no trabalho. (Adaptado
de Alberton, 2009).

2.2.5.2 Vantagens e Aplicacgdes das Lipases microbianas

O uso de enzimas nas industrias permite o desenvolvimento de processos tecnoldgicos
muito proximos aos eficientes processos executados pela natureza. Em funcéo da busca de
novas fontes de enzimas, o interesse por microrganismos tem crescido muito nos ultimos
anos. Existe um grande apelo econdmico pelas lipases microbianas, j& que a maioria destas
enzimas é extracelular e, desta forma, os processos de producdo e processamento das enzimas,
com suas etapas de purificacdo, tém custo diminuido (Hasan et al., 2006; Alonso, 2001).

As versatilidades das lipases fazem com que estas possuam um vasto potencial de

aplicacdo em alimentos, detergentes, farmacéutica, couro, téxtil, cosmética e industria
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papeleira. Além disso, a utilizacdo de lipases pelas industrias apresenta vantagens como:
estabilidade a altas temperaturas e amplas faixas de pH, facilidade de separagéo dos produtos
e, quando imobilizadas, podem ser submetidas as condicdes industriais tipicas (Houde et al.,
2004; Hasan et al., 2006).

Apesar de existirem diversas lipases sendo produzidas em larga escala e aplicadas
comercialmente, a plena utilizacdo industrial destas enzimas passa necessariamente pela
reducdo de custos de producdo. Isso podera ser alcancado através da selecdo de novos
microrganismos produtores, de melhoramento genético, de modificacdes no meio de cultura e
de otimizacdao das condicdes de cultivo e dos sistemas de producdo (Gutarra, 2003).

Nos itens a seguir serdo apresentados alguns exemplos de aplicagdes industriais das

lipases.

2.2.5.2.1 Aplicagdo na indastria alimenticia

As lipases microbianas tém sido utilizadas para a obtencdo de acidos graxos livres a
partir da hidrdlise seletiva de 6leos e gorduras presentes em diversos alimentos. Os acidos
graxos livres podem ou ndo sofrer modificacbes quimicas e, dependendo do tamanho da
cadeia carbbnica e do grau de insaturacdo, conferem um peculiar sabor e aroma para 0s
alimentos, representando um importante papel nas propriedades fisico-quimicas, sensoriais e
nutricionais de diversos produtos (Jaeger e Reetz, 1998).

Na induastria de queijos elas sdo empregadas na alteracdo e intensificacdo do sabor e
em processos de aceleracdo da maturacdo. Também na industria de laticinios, as lipases sao
utilizadas para a obtencdo de margarinas de baixo teor caldrico, entre outras (Alonso, 2001).

As lipases podem também ser utilizadas na hidrélise da gordura do leite, na obtencao
de melhor textura de massas de pées, na maturacdo de salsichas ou ainda na remocdo de

gordura de produtos de carnes e peixe (Godoy, 2009).

2.2.5.2.2 Aplicacdo na industria de detergentes

Os desafios para a utilizagdo de lipases em formulacGes de detergentes consistem nas
caracteristicas que estas enzimas devem apresentar, como estabilidade nas condicdes de
lavagem, entre pH 10,0 e 11,0 das formulagcfes e em temperaturas de 30 a 60°C; além disso,

devem apresentar pouca ou nenhuma especificidade pelo substrato, sendo capazes de atuar
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sobre diversos 0leos, e por fim, devem resistir aos componentes da formulacéo e & degradacéo
causada por enzimas proteoliticas também presentes (Martins, 2001).

2.2.5.2.3 Aplicacéo na industria de papel e celulose

Na industria de papel e celulose, as lipases s&o utilizadas para a remocéao do pitch que
€ um conjunto de componentes hidrofébicos da madeira, como triacilglicerois e ceras, que sdo

indesejaveis na manufatura de papel (Jaeger e Reetz, 1998).

2.2.5.2.4 Aplicagao no tratamento de efluentes

O tratamento de efluentes de diversas origens é uma nova area de aplicacdo para as
lipases. O derramamento de 6leo em oceanos e rios e em grandes areas de terra tem sido uma
constante nos dias atuais. O despejo do rejeito da industria de laticinios e inddstria
oleoquimica, principalmente nos leitos fluviais, ocorre de forma criminosa no Brasil, seja pela
falta de uma legislacdo mais rigida ou pelo descaso das autoridades competentes. As lipases
surgem como uma excelente alternativa para o tratamento do rejeito industrial composto por

material graxo (Alonso, 2001).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

= Utilizar rejeito agroindustrial para a obtencéo, por FES, de enzima e &cidos graxos.
= Promover simultaneamente o enriquecimento protéico e reducdo de alcaldides deste

material para sua final utilizacdo como componente de racdo animal.

3.2 Objetivos especificos

= Utilizar residuo da industria de chocolate, farelo de cacau, como meio de cultivo na
FES, para producéo de lipases, utilizando o Aspergillus niger.

» Investigar a presenca de substancias tdxicas (alcaldides) no Farelo de cacau.

= Auvaliar a composic¢do quimica nutricional dos residuos gerados apos a FES e efetuar a
extracao da enzima.

= Observar o perfil de &cidos graxo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Materiais e equipamentos

A producdo de enzima, reducdo de compostos antinutricionais e o perfil de &cidos
graxos foram realizados nos laboratorios de Reaproveitamento de Residuos Agroindustriais -
LABRA e no Centro de Analise Cromatograficas - CEACROM, na Universidade Estadual do
Sudoeste da Bahia.

Os nutrientes utilizados na formulacdo dos meios de cultura e seus respectivos

fornecedores encontram-se listados na Tabela 5.

Tabela 5: Listagem de reagentes na formulacéo dos meios.
REAGENTES
PDA (Potato Dextrose Agar)

Agar-agar
Oleo de Oliva

Na Tabela 6 estdo listados os principais reagentes utilizados nos ensaios analiticos e 0s

respectivos fornecedores.

Tabela 6: Listagem de reagentes utilizados nas analises.

REAGENTES
Acetona Acido sulfarico
Etanol Butanol
Acido acético Cloreto de Sodio
Acido cloridrico Etanol
Acido Fosforico Eter de petroleo
Fenol Goma Arabica
Goma Arébica Acetato de Sédio
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Os principais equipamentos utilizados no desenvolvimento deste trabalho estdo

listados na Tabela 7.

Tabela 7: Listagem de equipamentos utilizados.

EQUIPAMENTOS

Incubadora — Shaker
Balanca Analitica
Balanga de umidade
Cromatografo liquido (Prominense 20A, Shimadzu)
Cromatdgrafo gasoso (Thermo-Finnigan)
Cémara de fluxo laminar
Centrifuga
Placas de agitagéo

Agualab

Destilador kjedhal
Digestor
Dispersor de Particulas
Espectrofotdmetro UV/VIS
Estufa para incubacéo
Moinho de facas
Mufla
Potencidmetro

Placa aquecedora

Na Figura 12 podem ser observadas as principais etapas desenvolvidas:

\

2
1

CRESCIMENTO DE
FARELO “IN NATURA MICRORGANISMOS EM FES

! !

FARELO DE
CACAU

ASPERGILLUS NIGER

3
’ REDUGAO DE ALCALOIDES

4
PERFIL DE ACIDOS GRAXOS

5
PRODUCAO DE
LIPASE

6
FARELO APOS A
VALORAGAO

Figura 12: Fluxograma da FES.
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4.2 Meio de cultivo

O Farelo de cacau (Figura 13) oriundo do processamento de chocolate foi adquirido
por fabricas produtoras de cacau, localizadas na regido sul da Bahia. Este rejeito foi utilizado
como meio basal de cultivo para fermentacéo no estado sélido. Este farelo foi submetido a um
processo de separacdo granulométrica, a partir da trituragdo em um moinho de facas tipo

Willye, com peneira de didmetro menores ou iguais a 1,25 mm.

Figura 13: Farelo de cacau. Fonte: (O autor).

4.3 Microrganismo

Foi utilizada uma cepa do fungo filamentoso (Aspergillus niger) pertencente a colecao
de cultura do Laboratério de Reaproveitamento de Residuos Agroindustriais - LABRA da

UESB campus de Itapetinga.

4.4 Preparo do in6culo

A obtencdo do inoculo para a FES foi realizada atraves da propagacdo dos esporos da
cepa de Aspergillus niger (Figura 14) a 35 °C por 7 dias em meio com a seguinte composicao:
Agar-agar, PDA e 6leo de oliva (como indutor).

Os esporos foram entdo raspados, suspensos em tampéao fosfato de sodio (50 mM, pH
7) e contados em camara de Neubauer conforme o método de Freire (1996) descrito por Rosa
(2010). A concentragdo de esporos utilizada como inéculo foi de 10" esporos/g de meio
solido.
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4.5 Fermentacdo no estado solido

Foram empregados erlenmeyers (250 ml), como biorreatores, com 15 g de rejeito.
Como meio de cultivo foi empregado o farelo de cacau. As fermentacdes foram conduzidas
em estufa com temperatura (35°C) e umidade (60%). Os erlenmeyers foram autoclavados a
1,0 atm por 15 minutos e ap6s o resfriamento, inoculava-se a suspensdo de esporos. A
amostragem foi realizada a cada 24h (até atingir o tempo de 96 h) para determinacdo da
atividade enzimatica e medida de parametros como pH, atividade de agua e crescimento

microbiano.
4.6 Medida de parametros durante a fermentacgédo
4.6.1 pH

Foram adicionados 5 ml de &gua destilada a 0,59 de material fermentado, e a mistura
foi vigorosamente agitada. Apds 10 minutos, o pH do sobrenadante foi medido em
potencidémetro (Godoy, 2009).

4.6.2. Medida de Umidade

O teor de umidade foi medido atraveés da analise de amostras de aproximadamente 0,5
g de material fermentado diretamente em balanga determinadora de umidade (Godoy, 2009).
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4.6.3 Medida de atividade de agua (Aw)

Amostras de aproximadamente 1,0g de material fermentado foram analisadas em um
higrometro (Aqualab), para a determinacdo da atividade de agua nos diversos tempos de

fermentacdo (Godoy, 2009).

4.7 Extracdo da Enzima

Ao final da fermentacdo, foi adicionado 5 ml de tampao fosfato de s6dio (100 mM, pH
7,0) por grama de torta fermentada. A extracdo enzimatica foi realizada em um agitador
rotatdrio a 35°C e 200 rpm por 20 minutos. Posteriormente, o rejeito fermentado foi prensado
manualmente para a obtencdo do extrato enzimatico bruto, o qual foi centrifugado a 3000 rpm
por 5 minutos para remocéo de s6lidos mais finos. O sobrenadante foi utilizado para dosagem
da atividade lipésica (Rosa, 2010).

4.7.1 Quantificacdo da atividade lipasica

A atividade lipasica foi determinada por método titulométrico, utilizando como
substrato para dosagem da atividade, 6leo de oliva (5% m/v) emulsionado por trés minutos
com goma arabica (10% p/v) em tampao fosfato de sédio 100 mM pH 7,0. A 19 ml desta
emulsdo contidos no erlenmeyers de 125 ml foram adicionados 1 mL da amostra. Apos a
incubacdo por 20 minutos a 35 °C e 200 rpm, a reacdo foi interrompida e os &cidos graxos
extraidos pela adicdo de 20 ml de uma solucdo de acetona/etanol (1:1 v/v). Os acidos graxos
foram, entdo, titulados com uma solu¢do de NaOH (0,04 M) até pH 11

Os brancos reacionais foram preparados colocando-se 1 ml da amostra apés a
incubacéo e a adicdo da solucdo acetona/etanol, realizando assim a titulacdo. As dosagens de
atividade foram feitas em triplicata e a média aritmética dos valores encontrados foi utilizada
para o calculo da atividade lipasica (Rosa, 2010).

Uma unidade de atividade enzimatica (U) corresponde a quantidade de enzima que produz
1 umol de &cido graxo por minuto nas condi¢des descritas acima que pode ser determinada

através da Equacdol (Menoncin, 2007).
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Onde:

A = atividade lipasica (U/g);

Va = Volume da amostra titulada (ml);

Vb = Volume do branco titulado (ml);

V¢ = Volume da amostra usada na reacdo (ml);

Vd = Volume do tampéo usado para a extracdo (ml);
t = Tempo de reacdo (min);

M = Molaridade da solu¢do de NaOH;

m = massa contida no erlenmeyer (g);

As = Massa da amostra seca (Q);

Au = Massa da amostra imida (g).

4.8 Determinacao de Proteinas — Bradford

A determinacdo de proteinas do extrato enzimatico foi feita pelo Método de Bradford
(Godoy, 2009), que dosa proteinas sollveis.

Preparo do reagente: foram utilizados 50 g do de Azul Brilhante Coomassie (G-250),
25 ml de etanol (95%), 50 ml de &cido fosforico (85%) e agua destilada. O azul brilhante foi
solubilizado no etanol, com auxilio de agitador magnético. Em seguida foi adicionado o acido
fosforico, e posteriormente o volume do baldo foi completado e enrolado no papel aluminio.
A solugéo tampéo usada foi fosfato de sodio tampéo fosfato de sddio (100 mM, pH 7,0).

Preparo das solugdes-padrdo de BSA: Pesou a quantidade de BSA (albumina de
soro bovino) adequada para a maior concentragdo e foram solubilizadas na solugdo tampéo.

As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro (A = 595 nm).
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4.9 Designacgdo das amostras

As amostras utilizadas para a determinacdo de componentes nutricionais, alcaldides e
perfil de acidos graxos estdo listadas a seguir:
e Amostra ndo fermentada — NF — (amostra controle);
e Amostra fermentada sem extragéo da lipase (FSEL);

e Amostra fermentada com extracdo da lipase (FCEL).

4.10 Anélise de lipideos totais

Aproximadamente 5,0 g da amostra moida e seca foi colocada em sistema de extracdo
soxhlet sob refluxo de éter de petréleo 30° - 60°C durante 8 horas sob aquecimento a 90°C.
Apds o tempo de extracao o solvente foi evaporado em banho a 40° (Rosa, 2010).

O teor de lipideos calculado foi determinado em percentagem (%).

4.11 Andlise de proteina bruta

Cerca de 0,2 g da amostra seca e desengordurada foi colocada em digestor com acido
sulfarico e catalisador a temperatura de 370°C durante 7 horas e depois colocado em
destilador Kjeldhal. A amostra apds a digestdo foi destilada recolhida em solucdo de acido
borico 2% (m/v) e esta foi titulada com HCI 0,04N, até ficar incolor, utilizando uma mistura
indicadora (Rosa, 2010).

O teor de proteinas calculado foi determinado em percentagem (%).
4.12 Determinacdo do teor de cinzas (residuo mineral fixo)

Cerca de 1,0 g de amostra foi carbonizada em placa de aquecimento e a seguir
mineralizada em mufla a 550°C. Apds resfriamento a amostra foi pesada até peso constante

(Rosa, 2010).

O teor de cinzas calculado foi determinado em percentagem (%).
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4.13 Determinacao de Fibra bruta

A determinacéo foi feita com digestdo de 2 g de amostra moida em 100 ml de solucao
1,25% de acido sulfarico fervente por 30 minutos. Depois de lavada com &gua, a amostra foi
filtrada e uma nova digestdo foi feita em 100 ml de solugdo 1,25% de hidréxido de sédio por
mais 30 minutos. Em seguida a amostra foi lavada com &gua destilada em cadinho de placa
porosa previamente tarado; lavado com alcool e colocado para secar em estufa a 105°C. Por

diferenca de massa foi calculado o teor de fibra bruta (Ferrarini, 2004).

4.14 Extracao dos alcaldides

Com base na 1ISO 10095 (1992), a extracdo dos alcaldides consistiu apenas em pesar
3,0 g de amostra e 6,0 g de 6xido de magnésio em um erlenmeyer de 300 ml (anotar o peso
inicial do conjunto: erlenmeyer + amostra + 6xido de magnésio), adicionar 100 ml de &gua
destilada e ferver a mistura por 15 minutos. Logo apds, resfriou e pesou o conjunto repondo a
agua perdida por evaporacao até atingir 100 g acima do peso inicial. Centrifugou a 2000 rpm
por 5 minutos, filtrou o sobrenadante em membrana filtrante de 0,45 pm e injetou no
cromatografo liquido.

Foi utilizado um cromatografo liquido (Prominense 20A, Shimadzu) com detector de
Arranjo de iodos (280 nm). As condi¢bes cromatograficas foram as seguintes: coluna Shim-
pack CLC-ODS (150x4 mm, 5 um) com coluna de guarda com fase reversa —ODS(4), fase
maovel constituida por uma mistura de metanol:agua (4:6, v/v) em fluxo de 1 ml/min e alca de
amostragem de 20 pL. A identificacdo dos compostos foi realizada por comparacdo dos
tempos de retencdo das amostras com os padroes.

A quantificacdo foi realizada por padronizacdo externa. A curva padrdo foi construida
com 5 pontos cujas concentracGes variaram de 1 a 75,0 pg/ml para teobromina e cafeina. A
porcentagem de cada analito na amostra foi calculada de acordo com a equacéo: % de analito
= (ng de analito x 100)/(g de amostra x 1000) (Alves et al., 2002).

4.15 Perfil de acidos graxos

Para a extracdo dos lipidios totais foi empregado o metodo Bligh e Dyer (1959). A
transesterificagdo dos TAG foi realizada conforme o método 5509 da ISO (1978).

Aproximadamente 200 mg da materia lipidica extraida foi transferida para tubos de 10 ml
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com tampa rosquedvel, adicionados 2 ml de n-heptano e a mistura agitada até completa
dissolucdo. Em seguida, foram adicionados 2 ml de KOH 2 mol L™ em metanol, sendo o
frasco hermeticamente fechado e a mistura submetida a uma agitacdo vigorosa, até a obtengédo
de uma solucdo levemente turva. Apds a ocorréncia da separacdo das fases, a superior
(heptano e ésteres metilicos de &cidos graxos) foi transferida para um frasco de 5 ml de
capacidade, fechados hermeticamente e armazenados em freezer (-18°C), para posterior
analise cromatografica.

Os esteres metilicos separados em um cromatdgrafo gasoso (Thermo-Finnigan),
equipado com detector de ionizacdo de chama e coluna capilar de silica fundida BPX-70
(120m, 0,25mm d.i). A vazdo dos gases foi de 6,5ml/min para o gas de arraste N, 30ml/min
para 0 gas auxiliar N, e 30 e 350ml/min para os gases da chama H, e ar sintético,
respectivamente. A razdo de divisdo da amostra foi de 90:10. As temperaturas do injetor e
detector foram 250°C e 280°C, respectivamente. O tempo total de analise foi de 40 minutos,
sendo a temperatura inicial de 140°C e a final de 238°C. O volume de injecdo foi de 1,5uL. As
areas dos picos foram determinadas utilizando-se software Chromquest. As identificacGes dos
acidos graxos foram realizadas comparando-se os tempos de retencdo de esteres metilicos de

padrdes da Sigma (EUA) com os das amostras.

4.16 Andalise estatistica

Os dados obtidos da cinética da fermentacdo do fungo Aspergillus niger, para
producdo de lipase em funcdo do tempo, foram submetidos a analise de regressao realizada
com auxilio do Programa SigmaPlot 10.0 (Sigmaplot, 2007).

Os valores encontrados para teobromina e cafeinas, nas amostras fermentadas foram
submetidos a analise de variancia (p< 0,05) e teste de média (Tukey) pelo SAS (SAS, 2004).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Fermentacao em estado Solido

5.1.1 Produgcéo de Lipase

A Figura 15 mostra a cinética da fermentacdo do fungo Aspergillus niger cultivado em

farelo de cacau.
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Figura 15: Cinética da fermentacdo do fungo Aspergillus niger em farelo de cacau a 35°C e
60% de umidade inicial.m Atividade lipasica (U/g); A Umidade (%m/m); e Atividade de
agua; ¢ pH.

A maior atividade lipésica e produtividade, obtidas por extracdo da enzima do sélido
fermentado, verificadas neste experimento no cultivo em FES foram de 11,67 U/g e 0,24
U/g.h, respectivamente, no tempo de 48 horas. As fermentacdes do residuo foram conduzidas
até ser observada a reducdo da atividade lipasica (a partir de 48 horas) no extrato bruto

enzimatico (EBE).
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Mala et al., (2007) utilizando o fungo Aspergillus niger e uma mistura dos residuos
farelo de trigo e torta de gergelim, como substrato, obtiveram méxima atividade lipasica de
384,3 U/g apds 72 horas. Enquanto que a encontrada por Falony et al., (2006), foi de 9,14 U/g
utilizando o mesmo fungo e somente farelo de trigo como substrato, no mesmo tempo de
fermentacdo. Por sua vez Kamini et al. (1998), utilizando o mesmo fungo e diferentes
residuos agroindustriais constataram maiores atividades lipasicas em 72 horas (363 U/g) em
torta de 6leo de gengibre e em 96 horas (303 U/g) de fermentagdo fazendo uso de farelo de
trigo como substrato.

Vargas (2004) obteve uma maior producdo em 80 horas de fermentacdo com o fungo
Penicillium simplicissimum e torta de soja como meio basal, uma concentracdo de 30U/g, sob
condicdes de 27,5°C e 55% de umidade do meio.

A umidade e a atividade de 4gua do meio contendo farelo de cacau, apresentaram
alteracbes na umidade durante a fermentacdo. Em 96 horas a umidade e atividade de agua
chegaram em torno de 54% e 0,971, respectivamente. Segundo Mahanta et al., (2008) o teor
de agua é um fator bastante significativo nas propriedades fisicas do substrato. Elevado teor
de &gua causa a diminuicdo da porosidade do substrato, diminuindo assim a troca de gases.
Por outro lado baixo teor de agua pode acarretar na diminui¢do do crescimento microbiano e
conseqiiente menor producdo de enzima.

A produtividade da FES ¢ afetada significativamente pelo nivel de umidade do meio.
Entre todas as condi¢bes de cultura, na FES, o nivel de umidade inicial é um dos mais
criticos. O conteddo inicial de umidade impacta em dois fatores afetando o crescimento
celular e formacdo de produto. Raimbault e Alazard (1980) estudaram a influéncia de
diferentes niveis de umidade iniciais no crescimento de Aspergillus niger. Os melhores
resultados foram obtidos para meios com contetdos de umidade que variam de 50% a 55%
(Maciel, 2006; Slivinski, 2007).

Inicialmente Dantas e Aquino (2010), avaliaram a influéncia do teor de &gua dos
substratos, entre 35% e 65%, na producéo de lipase através da FES. Onde verificou-se que
houve maior producéo de lipase quando empregado cascas de abacate (10 U/g) e sementes de
abobora (24 U/g) com teor de agua de 35% e torta de babagu (25 U/g) e borra de café (13
U/g) com teor de agua de 45%. Quando utilizado torta de mamona como substrato obteve-se
méaxima atividade enzimatica (19 U/g) nos residuos contendo teor de agua de 35% e 45%.

Desta forma a baixa atividade lipasica encontrada no presente trabalho, esta

relacionada com os valores de umidade e atividade de agua que decresceram durante o
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processo de fermentacdo, quando comparados com os valores iniciais (umidade: 60% e
atividade de agua: 0,991).

O pH se manteve na faixa entre 6,0 e 6,61. A lipase produzida por Aspergillus niger
caracterizada por Kamini et al. (1998) apresentou atividade 6tima em pH 7,0 e 37°C. Pastore
et al. (2003) que estudaram a caracterizacdo de lipase produzida por Rhizopus sp. e
determinaram um pH 6timo entre 6,0 e 6,5.

5.1.2 Composicao nutricional

As andlises de composi¢do nutricional do farelo fermentado foram realizadas no tempo
de 48 horas de fermentacao.

Os resultados obtidos de teores de componentes nutricionais nas amostras nao
fermentada (controle), amostra fermentada com lipase e amostra fermentada sem lipase estdo
apresentados na Tabela 8.

Tabela 8: Composicdes nutricionais das amostras controle e fermentadas.

Componente nutricional Amostra NF Amostra FSEL Amostra FCEL
Umidade (%0) 7,6+0,02 57,78+0,01 60+0,01
Lipidios (%) 15,71+0,08 10,68+0,03 14,59+0,02
Proteina Bruta (%0) 11,93+0,41 13,26+0,03 12,69+0,06
Cinzas (%) 7,43+0,02 7,00 0,02 6,33+0,02
Fibra (%) 8,72+0,55 7,67+0,06 7,43+0,08

NF — N&o fermentada (amostra controle); FSEL — Fermentada sem extracdo da lipase; FCEL —
Fermentada com extracdo da lipase.

Um dos parametros mais importantes na producdo de enzimas por FES é o tipo de
substrato utilizado. Neste processo, o material solido é insoltuvel e age como suporte fisico e
como fonte de nutrientes para o crescimento do microrganismo (Pandey, 2003).

Conforme os valores de lipidios apresentados na Tabela 1, o farelo de cacau nédo
fermentado (NF) apresentou um teor de lipideos de 15,71%. Resultado superior encontrado
por Dantas e Aquino (2010) que encontraram em torta de babacu (ndo fermentada) 2,6% de
lipideos, entretanto obteve maior atividade lipasica (24,6 U/g), entre 150 e 200 horas de
fermentagdo, com o fungo Aspergillus niger, tendo a hipétese de que a presenca de outros

nutrientes pode ter contribuido para o crescimento do microrganismo.
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A producdo de lipases por microrganismos e a presenca de indutores tém sido
intensivamente estudada para o aumento da atividade da enzima.

Em comparacdo com pesquisadores que utilizaram residuos para a producéo de lipase
verificou-se que, Meira et al. (2011) utilizou a bactéria Burkholderia cepacia e farelo de casca
de trigo (FCT) como substrato, o cultivo foi realizado adicionando-se concentracdo de 5%
(v/m) de oleo de oliva. Os resultados mostraram um aumento de atividade lipasica (227,5
U/g), obtida apos 72 h de fermentacdo. Comparativamente, foi realizado cultivo com o farelo
de semente de girassol, FSG, substrato que apresenta como vantagem o seu alto contetdo
lipidico (25,9%), tornando desnecesséria a adicdo de indutores. Os resultados mostraram
niveis de producdo méaxima de lipase de 233 U/g em 72 h de fermentacéo.

Muitas lipases somente sdo produzidas na presenca de uma substancia indutora, que
pode ser tanto um triglicerideo como um 4&cido graxo ou outro lipidio. Alguns
microorganismos parecem nao exigir lipidios ou acidos graxos para sintetizar lipases, mas, a
presenca dessas substancias no meio de cultura aumenta a quantidade da enzima produzida
(Colen, 2006).

Neste contexto, a diminuicdo da atividade lipasica encontrada nos resultados
apresentados, pode esta relacionada com a auséncia de indutores no substrato em estudo
(farelo de cacau), sendo estes utilizados para que ocorra uma melhor expresséo da enzima.

Para as amostras FSEL e FCEL, houve uma redugdo no teor de lipidios de 32% e
7,13% respectivamente, quando comparadas com a amostra ndo fermentada.

O mesmo perfil foi encontrado nos resultados para cinzas (6% e 14%) para as
amostras de FSEL e FCEL, respectivamente. Para os valores de fibra houve uma redugéo, em
relacdo a amostra NF, de 12% e 15% para as amostras FSEL e FCEL, respectivamente.

Em relacdo ao enriquecimento protéico, os valores apresentados confirmam o aumento
na porcentagem de proteina, para as amostras FSEL e FCEL (11,14% e 6,37%,
respectivamente), em relacdo a amostra controle NF.

Um aumento protéico (até 13% vezes o valor inicial protéico) utilizando Aspergillus
niger no bagaco de caju por fermentacdo em estado sélido foi encontrado por Pontes (2009).
Silveira e Furlong (2007) encontraram com o Aspergillus oryzae, um aumento médio do teor
protéico no farelo de arroz desengordurado de 7% e 0 maximo aumento ocorrido foi de 11%
apos 48 horas de fermentagé&o.

De Gregorio et al. (2002) buscaram o enrigquecimento protéico de polpa de liméo

através da fermentacdo no estado solido utilizando Aspergillus niger e obtiveram como
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resultado um aumento de 25,6% no teor de proteina bruta, porem esse aumento sé foi
observado apds 14 dias de fermentag&o.

A diminuicao do teor protéico na amostra FCEL, quando comparada com a amostra
FSEL, pode ser resultante da etapa de extracdo aquosa realizada apds o processo fermentativo.
Possivelmente diversas proteinas foram solubilizadas e retiradas da torta fermentada durante o
processo de extracao.

A necessidade protéica para aves, suinos e peixe é de 18, 16 e 35%, respectivamente,
ja para ruminante — cultura a que se destina a producao de racdo a partir de farelo de cacau
fermentado é de 11% (Takahashi et al., 2005). Esse dado indica que o aumento no teor de
proteina bruta ficou acima do necessario para substituicdo de outros componentes pelo farelo
de cacau fermentado. A Figura 16 ilustra os teores de proteina que sdo encontrados no extrato

bruto enzimatico.
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Figura 16: Teor de proteina nos extratos enzimaticos em g/100g amostra seca em fun¢do do
tempo (H).

De acordo com os valores de proteinas obtidas no extrato bruto enzimatico, durante a
fermentacdo, é possivel observar que em 48 horas apresenta o teor de proteinas (0,0118
0/100g amostra seca) superior aos demais tempos que apresentam o teor de 0,0088; 0,0099 e
0,0077 g/100g amostra seca (24, 72 e 96 horas, respectivamente). Esse dado confirma a maior
atividade lipasica obtida nesse tempo e corrobora com os resultados de diminuicéo do teor de
proteina na amostra FCEL, quando comparada com FSEL.

Pesquisas relacionadas as lipases tém aumentado devido a utilizagdo dessas enzimas
para a obtencdo de &cidos graxos livres a partir da hidrolise seletiva de 6leos e gorduras

presentes em diversos alimentos (Maleata, 1996; Jaeger e Reetz, 1998). A composi¢do do
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substrato utilizado, no processo fermentativo, € fundamental para producéo de enzimas. Foi
demonstrado por Dalmau et al., (2000) que a presenca de substratos lipidicos pode estimular a

producao de lipases.

5.1.3 Determinagéo de Alcaldides

No sistema cromatografico empregado, os padrbes teobromina e cafeina apresentaram,
respectivamente os tempos de retencdo de 5,0 e 3,0 min. As Figuras 17 e 18 apresentam
exemplos dos cromatogramas de alcaldides de referéncia e encontrados na amostra ndo

fermentada, respectivamente.
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Figura 17. (a) Perfil cromatografico do padrédo de teobromina (tr = entre 3 e 4,0 min); (b)

Perfil cromatogréafico do padrdo cafeina (tr = entre 4,5 e 5,5 min).

57



Max Intensity : 1,165,654

mal

1 ZEIEI{ 250nm 4nm (1.00%
11 ElEl—i
1 DDD—E
900—5
800—5
?DD—?
BDD—?
SDD—E
400%
SUUE

200

o]

-100]

= o5 10 15 20 25 a0 35 40 a5 50 55 miiry
Figura 18: Perfil cromatografico de alcaldides presentes na amostra ndo fermentada

(NF).Teobromina (tr = entre 3 e 4,0 min) e cafeina (tr = entre 4,5 e 5,5 min).

As curvas de calibragdo da teobromina e cafeina mostraram-se lineares nas faixas de
concentracdo empregadas, apresentando, respectivamente, coeficientes de regressio (R?)
0,9993 e 0,9999. A equacdo da reta obtida por regressdo linear para teobromina foi y' =
80591x + 243925 e para cafeina y© = 56372x + 92058, onde Yy representa a area do pico e X
representa a concentracdo de cafeina ou de teobromina (ug/mL). Trugo et al. (1983)
trabalharam com linearidades semelhantes (0,9991 para teobromina e 0,99997 para cafeina).

Na Tabela 9 estdo os resultados das concentracfes de teobromina e cafeinas
encontradas no FSEL. Nota-se que houve uma reducéo de alcal6ides na amostra a medida que

foi aumentando o tempo de fermentacao.
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Tabela 9: Valores de teobromina e cafeina na amostra fermentada sem extragdo da lipase
(FSEL).

Tempo (h) Teobromina (%)* Cafeina (%0)*
24 2,217 0,22"
48 1,69° 0.20°
72 1,66° 0,20°
96 1,65° 0,19°
Amostra NF 2,96 0,51

*mg de alcal6ide/100g de amostra (% m/m). » 5 © P Jetras diferentes, numa mesma coluna, indicam
diferenca estatistica com base em ANOVA e teste de Tukey (p<0,05). NF — N&o fermentada (amostra
controle).

Conforme os valores apresentados acima, os tempos de fermentacdo em estudo
diferiram entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey, para a teobromina. Em
24h de fermentacdo em estado solido, pelo fungo Aspergillus niger, houve uma reducdo de
25,3 % de teobromina, enquanto que em 96h reduziu em 44,3 %, em relacdo a amostra NF.

Para os resultados de cafeina, ndo houve diferenca significativa ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey, entre os tempos de 48 e 72h para a concentracdo de
cafeina. Entretanto, houve diferenca entre os demais tempos de fermentacdo. Para cafeina foi
encontrada uma reducdo minima de 56,86% (24h) e maxima de 62,8% (96h), em relacdo a
amostra NF.

De acordo com Rosa (2010) o crescimento fungico, com Aspergillus niger em torta de
pinhdo manso, resultou na reducéo da quantidade de ésteres de forbol (compostos toxicos para
peixes) nas amostras fermentadas, sendo a que apresentou a maior reducdo foram as amostras
fermentada sem extracdo da enzima e fermentada com extracdo da lipase e retorno do residuo
de centrifugacdo (61,3% e 59,7%, respectivamente), o que leva a hipétese da ocorréncia de
um carreamento destes esteres de forbol no processo de extracdo da enzima.

Os autores selecionaram cepas de fungos capazes de crescer em residuos de café.
Utilizando o fungo Aspergillus sp. e a técnica de FES, houve uma destoxificagdo de 92% de
cafeina e 65% de tanino no residuo de café (Brand et al., 2000).

Na Tabela 10 estdo os resultados das concentragdes de teobromina e cafeina

encontradas no FCEL.
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Tabela 10: Valores de teobromina e cafeina na amostra fermentada com extracdo de lipase
(FCEL).

Tempo (h) Teobromina (%)* Cafeina (%0)*
24 0,34% 0,13%
48 0,23° 0,08°
72 0,15° 0,05°
96 0,26° 0,15°
Amostra NF 2,96 0,51

*mg de alcal6ide/100g de amostra (% m/m). *® <P letras diferentes, numa mesma coluna, indicam
diferenca estatistica com base em ANOVA e teste de Tukey (p<0,05). NF — N&o fermentada (amostra
controle).

De acordo com os valores apresentados para a teobromina, os tempos de 48 e 72 h nédo
diferiram entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. Estes tempos foram
que apresentaram maiores reducbes do composto em relacdo a amostra NF, 92 e 95%,
respectivamente.

Para os valores de cafeina, os tempos de fermentagcdo em estudo diferiram entre si ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. Os tempos de 48 e 72 h apresentaram 0S
maiores valores de reducdo (84 e 90% respectivamente), em relacdo a amostra NF.

Conforme os valores das amostras fermentadas apresentados é possivel observar que a
amostra FCEL apresentou maiores reducgdes dos alcaldides (durante a fermentacdo), quando
comparada com a amostra FSEL. Estes dados confirmam que o fungo utilizado (Aspergillus
niger), apresentou eficiéncia, durante a fermentacdo, para a reducdo dos alcaldides das
amostras fermentadas (FSEL e FCEL), quando comparado com a amostra ndo fermentada
(NF).

Para que utilize uma maior concentracdo de farelo de cacau na alimentacdo animal, é
preciso que os teores de alcaldides sejam reduzidos e essa reducdo é possivel com a técnica de
FES.

5.1.4 Determinacao do perfil de &cidos graxos

No tempo de 96 horas de fermentacdo foi feito o perfil de &cidos das amostras néo
fermentada e fermentadas. A Figura 20 mostra o perfil de &cidos graxos na amostra nédo
fermentada (NF), onde foram detectados os acidos: Miristico (C14:0), Palmitico (C16:0),
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Margarico (C17:0), Estearico (C18:0), Oléico (C18:1n-9), Linoleico (C18:2n-6), Araquidico
(C20:0) e Linolénico (C18:3n-3).
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Figura 19: Perfil cromatogréfico de &cidos graxos na amostra ndo fermentada.

De acordo com a Tabela 11, para as amostras NF e FSEL o acido estearico (C18:0) foi
0 mais abundante, seguido pelo &cido oléico (C18:1n-9) e pelo &cido palmitico (C16:0).

Entretanto para a amostra FCEL o acido Oléico (C18:1n-9) foi o mais abundante,
seguido pelo Palmitico (C16:0) e Estearico (C18:0).
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Tabela 11 — Composi¢do em acidos graxos (%) das amostras ndo fermentada e fermentadas.

Acidos graxos NF FSEL FCEL

Miristico (C14:0) 0,26+0,01 0,18+0,07 0,47+0,04
Palmitico (C16:0) 22,24+0,04 22,86%1,44 26,09+0,10
Margarico (C17:0) 0,22+0,01 0,27+0,06 0,31+0,01
Estearico (C18:0) 37,33+0,98 37,79+1,61 25,16 +0,20
Oléico (C18:1n-9) 34,00+0,66 33,34+0,03 34,2840,31
Linoleico (C18:2n-6) 3,68+0,26 3,44+0,09 3,28+0,26
Araquidico (C20:0) 1,41+0,03 1,40+0,11 2,40+0,02
Linolénico (C18:3n-3) 0,21+0,06 0,24+0,05 0,23+0,02
Dihomo - y -linolénico (C20:3n-6) 0,31+0,02 0,340,037 n.d
sat/ins 1,60+0,15 1,67+0,10 1,43+0,01

.n.d. = ndo detectado; sat/ins = relacdo entre acidos graxos saturados e insaturados. NF — Nao
fermentada (amostra controle); FSEL — Fermentada sem extragdo da lipase; FCEL — Fermentada com
extracdo da lipase.

Em comparacdo com o farelo ndo fermentado houve um aumento na amostra FSEL de
3, 23, 1,2, 14,3 e 10%, para os acidos Palmitico (C16:0), Margarico (C17:0), Estearico
(C18:0), Linolénico (C18:3n-3) e Dihomo - y -linolénico (C20:3n-6), respectivamente.
Enquanto para os demais houve uma reducdo de 31, 2 e 11% para os acidos Miristico (C14:0),
Oléico (C18:1n-9) e Linoleico (C18:2n-6), respectivamente. Para o acido Araquidico (C20:0)
ndo houve variacao.

Para a amostra FCEL os acidos Miristico (C14:0), Palmitico (C16:0), Margarico
(C17:0), Linoleico (C18:2n-6), Araquidico (C20:0) e Linolénico (C18:3n-3), ocorreram um
aumento de 80, 17, 41, 71, 70 e 10% respectivamente, em relacdo a amostra NF. Ja para o
acido Estearico (C18:0) houve uma reducéo de 33% e para o acido Oléico (C18:1n-9) nédo
houve variagdo. Outra caracteristica que pode ser destacada para os acidos graxos da série 6,
representado pelo acido Dihomo - v -linolénico (C20:3n-6), foi sua reducdo significativa (na
amostra FCEL), sendo que o mesmo foi detectado nas amostras NF e FSEL.

A relacdo entre acidos graxos saturados e insaturados para a amostra FCEL mostrou
uma reducdo de 11% em relacdo a amostra NF. De acordo com Silveira (2010) a relacdo entre
acidos graxos saturados e insaturados para os farelos de arroz desengordurado e do farelo de
trigo, com o fungo Aspergillus oryzae, mostrou aumento significativo em 24 horas de
fermentacdo, sugerindo que na fase de desenvolvimento da biomassa (primeiras 24 horas) o

fungo comeca a utilizar seus lipidios para a formacéo de suas estruturas. Outra possibilidade é
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que a partir das 24 horas de fermentagdo as enzimas lipoliticas presentes nos farelos comecam
a atuar, cindindo as liga¢6es duplas nos acidos insaturados C18:2 e C18:1, transformando-os
em C18:0. Em comparagdo com os farelos ndo fermentados e fermentados mostrou alteracdes
como, aumento significativo dos teores dos &cidos palmitico e linoleico e reducéo
significativa dos acidos estearico e linolénico.

Autores como Nemec et al.(1997), determinaram o perfil em &cidos graxos de
diferentes géneros de Aspergillus e encontraram para a especie oryzae 16,1% de 4acido
palmitico (C16:0), 0,7% de &cido palmitoleico (C16:1), 0,4% de &cido margarico (C17:0),
3,8% de &cido estearico (C18:0), 12,5% de &cido oleico (C18:1), 58,0% de acido linoleico e
7,3% de écido linolénico. A relacdo saturados e insaturados foi de 0,26.

Fakas et al. (2008) analisaram o perfil de acidos graxos do fungo Cunninghamella
echinulata, onde encontraram cerca de 20,0% de acido palmitico (C16:0), 10,0% de acido
estearico (C18:0), 40% de &cido oléico (C18:1), 17,0% de acido linoleico (C18:2) e cerca de
13,0% de acido y-linolénico (C18:3) para os diferentes substratos em que o fungo foi
inoculado. Obtiveram relacédo entre saturados e insaturados de 0,43.

Zhu et al. (2008), analisando o perfil lipidico do fungo Trichosporpon fermentans,
encontraram predominantemente os acidos palmitico (C16:0), estearico (C18:0), oleico
(C18:1) e linoleico (C18:3). A relagdo saturados e insaturados foi de 0,56.
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6 CONCLUSAO

O fungo Aspergillus niger foi capaz de alcancar cerca de 11,67 U/g de atividade
lipasica no residuo de farelo de cacau, no tempo de 48 horas. Neste tempo foram realizadas
andlises de composi¢do nutricional, onde a fermentacdo no estado sélido (FES) foi capaz de
promover um ligeiro aumento no teor de proteina bruta na amostra fermentada sem extracéo
de lipase (FSEL), quando comparada com a amostra ndo fermentada (NF) e um decréscimo
protéico na amostra fermentada com extracdo de lipase (FCEL), comparada com a amostra
FSEL.

A reducdo no teor de proteinas na amostra FCEL corrobora com a maior concentracao
protéica (0,0118 g/100g amostra seca), encontrada no extrato bruto enzimatico (EBE) durante
a fermentacdo. Confirmando assim a maior atividade lipasica obtida.

O farelo de cacau nao fermentado apresentou um teor de lipideo de 15,71%, enquanto
gue nas amostras fermentadas esse teor foi reduzido. Esse mesmo perfil foi encontrado no
conteddo de cinzas e fibra. Entretanto para os valores de umidade houve um aumento nas
amostras fermentadas.

O processo de fermentacdo foi ainda capaz de reduzir os alcal6ides (teobromina e
cafeina) presentes no farelo de cacau durante a fermentacdo. Obtendo maiores reducdes de
teobromina e cafeina (44,3 e 62,8%, respectivamente) em 96 horas para amostra FSEL.
Entretanto para amostra FCEL as maiores reduc6es foram encontradas no tempo de 72 horas,
apresentando um decréscimo de 95 e 90% para teobromina e cafeina, respectivamente.

Os resultados deste trabalho também demonstraram que houve uma variagdo no perfil
de acidos graxos (96h), nas amostras fermentadas. Foi possivel observar, ap6s a fermentacéo,

um aumento na concentracdo do &cido Margérico (C17:0).
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Um estudo mais aprofundado das condicGes de fermentacdo, como adicao de indutores
no substrato, pode beneficiar a producédo de lipase, obtendo maiores atividades e uma enzima
mais atrativa. A melhoria destas condi¢des pode promover uma diminui¢do ainda maior dos
teores de teobromina e cafeina e ainda melhorar os resultados de enriquecimento nutricional e

do perfil de &cidos graxos.
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