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USO DE RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS PARA A PRODUCAO'DE COMPOSTOS FENOLICOS POR
FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

Use of agro-industrial residues for the production of phenolic compounds by solid state fermentation

Livia Oliveira SCHMATZ?, Adriana Masson PARCIANELLO?, Marcos Vinicius Gust GUND?, Guilherme Nunes LULY*,
Fernanda Arnhold PAGNUSSATT?®

RESUMO: Residuos agroindustriais sdo fontes de carbono e nitrogénio e atuam como suporte para o crescimento fungico.
Este trabalho teve como objetivo aplicar residuos agroindustriais no aumento da produgdo de compostos fendlicos, através de
fermentagdo em estado solido. Os substratos utilizados foram farelo de arroz, residuo de cha verde e erva-mate, em diferentes
proporgdes. O microrganismo usado foi o Rhizopus oryzae CCT 7560 e o bioprocesso ocorreu em reatores do tipo bandeja,
durante 7 dias. Apos esse periodo, a biomassa foi congelada e os compostos fendlicos totais extraidos. A proporcéo de
substrato mais indicada para ocasionar um aumento da producéo de compostos fendlicos foi a 5:5 (farelo de arroz: cha verde),
obtendo-se nessas condigdes, um teor de 22,4 mg.g-'de compostos fenélicos. Dessa forma, a fermentacdo em estado sélido
proporcionou um incremento de 1,5 vezes no teor de compostos fendlicos, quando comparado com o controle, cujo valor
inicial encontrado foi de 14,92 mg.g-'.

Palavras-chave: Cultivo semi-solido. Fenois. Farelo de arroz. Cha verde. Erva-mate.

ABSTRACT: Agro-industrial waste is a source of carbon and nitrogen and acts as a support for fungal growth. This work
aimed to apply agro-industrial residues to increase the production of phenolic compounds, through solid state fermentation.
The substrates used were rice bran, green tea residue and yerba mate, in different proportions. The microorganism used was
Rhizopus Oryzae CCT 7560 and the bioprocess occurred in tray-type reactors, during 7 days. After this period, the biomass
was frozen and the total phenolic compounds extracted. The proportion of substrate most associated to cause an increase in the
production of phenolic compounds was 5: 5 (rice bran: green tea), obtaining, under conditions, a content of 22.4 mg.g-'of
phenolic compounds. Thus, solid state fermentation provided a 1.5-fold increase in the content of phenolic compounds, when
compared to the control, whose initial value was 14,92 mg.g-!.
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INTRODUCAO

O Brasil é o terceiro maior exportador de produtos
agricolas do mundo, ou seja, 0 agronegocio possui um forte
impacto na economia brasileira, participando da geracdo de
renda e emprego, colocando o pais num papel privilegiado no
comércio mundial (ASSAD, 2012). No entanto, essa elevada
producdo ocasiona uma grande geracdo de residuos
agroindustriais. Para suprir essa demanda, faz-se necessario o
desenvolvimento de estratégias ecologicamente viaveis e que
permitam o reaproveitamento sustentavel desses co-produtos
gerados (PATEL et al., 2017).

A utilizacdo de bioconversores tém sido alvo de
diversos estudos recentes e, neste contexto, a fermentacdo em
estado sélido (FES) se destaca como uma alternativa ao
aproveitamento de residuos (PATEL et al., 2017). Neste
caminho, a FES estd sendo adotada pela inddstria
biotecnoldgica para gerar produtos de alto valor agregado,
devido ao potencial para producdo de metabdlitos secundarios
para industrias de combustivel, racdo, alimentos, quimica e
farmacéutica. Essa valorizacdo dos residuos agroindustriais
como suportes nutricionais para a produgdo de bioprodutos
oferece uma alternativa de diversificacdo de produtos para
agricultores e para a agroindustria (SINGHANIA et al . 2009;
(SCHALCHLI et al., 2016).

A utilizacdo de coprodutos e residuos agroindustriais
para realizagdo de um bioprocesso é explicada pelo fato dos
mesmos serem fontes de carbono e nitrogénio, favorecendo o
crescimento de microrganismos. O uso desses substratos em
FES representa uma tentativa de reduzir os custos de
producdo e resolver problemas de poluicdo ambiental
relacionados ao acimulo ou ma disposi¢do desses residuos
(BOTELLA et al, 2007; KAMMOUN et al, 2008).

Um bioprocesso cujo modo de cultivo é o sistema
semi-solido consiste no crescimento microbiano em auséncia
de agua livre, sendo 0 meio constituido de uma matriz sélida.
A &gua presente esta ligada ao sélido no sistema, formando
uma fina pelicula sobre as particulas de meio. O material
solido € insoltvel e age como suporte fisico e como fonte de
nutrientes (STEUDLER, 2019).

Para ocorrer o bioprocesso da FES, uma das classes
mais promissoras de microrganismos sdao os fungos, devido
ao seu crescimento através de hifas, que permite maior
penetracdo dos micro-organismos entre as particulas e as
regides porosas do substrato, e também devido a variedade de
produtos de seu metabolismo. Espécies em destaque para este
tipo de procedimento sdo o Aspergillus e Rhizopus, que séo
considerados microrganismos GRAS (Generally Recognized
as Safe — reconhecido como de uso seguro) pelo Food and
Drug Administration (FDA), a Agéncia Reguladora de
Alimentos dos Estados Unidos para a producdo de alimentos
(WOICIECHOWSKI et al., 2013).

Os substratos usados para fornecer os nutrientes
necessarios para que o micro-organismo selecionado consiga
converter essas matérias-primas no produto de interesse
geralmente sdo residuos agroindustriais, Nesse trabalho,
foram utilizados os residuos de cha verde e erva-mate, além
do farelo de arroz. O ch& verde (Camellia Sinenis) e a erva-

mate (llex paraguariensis) possuem polifendis (acidos
fendlicos, cumarinas, ligninas, taninos ou flavonoides), que
formam uma das principais classes de metabolicos
secundarios de plantas e apresentam uma grande variedade de
estruturas e funcdes (SA et al., 2007, BERTE, 2011). A casca
e o farelo de arroz representam 30% da matéria prima
processada e nesse sentido, a fermentagdo em estado solido
(FES) é um caminho alternativo para agregar valor a este
material e diminuir possiveis problemas ambientais,
produzindo substincias de interesse para diferentes setores,
como enzimas, hormdnios, pigmentos, entre outros,
contribuindo para uma maior diversificacdo do agronegdcio
nacional (BHAT, 2000).

Diante do exposto acima, este trabalho objetivou
utilizar residuos agroindustriais de cha verde, erva-mate e
farelo de arroz como substrato para a fermentacdo em estado
solido, com o intuito de produzir biomassa fungica rica em
compostos fendlicos.

MATERIAL E METODOS

O farelo de arroz foi obtido de uma indUstria
beneficiadora de Santo Ant6nio da Patrulha/RS, enquanto que
o residuo do ch& verde e erva-mate foram obtidos apds o seu
consumo e secos a 60°C.

Para a realizacdo da FES, o micro-organismo
utilizado foi o fungo Rhizopus oryzae CCT 7560 que foi
colocado em meio agar-batata-dextrose (BDA) durante 7 dias,
para a obtencdo da suspensdo de esporos utilizada como
indculo.

A fermentacdo foi realizada em biorreatores de
bandeja (10 g de substrato, constituido de farelo de arroz e
chd verde, ou farelo de arroz e erva-mate, nas proporcoes 9:1,
7,5:2,5 e 5:5, respectivamente), distribuido em camadas de 2
cm e autoclavados a 121 °C durante 20 min. Apés a
esterilizagdo, o meio foi suplementado com 4,5 mL de
solucéo salina contendo (g L™): KH2PO4; MgSOs; (NH4)2S04
e 4gua destilada estéril para correcdo da umidade do sistema
para 50%. O substrato foi inoculado com suspensdo de
esporos na concentracdo de 4x10° esporos.g™ e apds 7 dias, a
25 °C, obteve-se 0 composto de interesse. A comparacdo do
incremento dos compostos fendlicos foi realizada com base
na quantificacdo do tempo zero do processo (OLIVEIRA et
al., 2010).

O conteudo de fenodis totais foi determinado
empregando-se o método espectrofotométrico de Folin-
Ciocalteau a 750 nm, através de uma curva padrao de acido
galico, com resultados expressos em mg.g-!.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os vegetais possuem dois tipos de metabolismo,
primario e secundario. No metabolismo primario ocorre uma
série de processos capazes de garantir a sobrevivéncia do
vegetal, através do consumo de proteinas, carboidratos e
lipidios. Ja os metabolitos secundarios estdo intimamente
associados as estratégias de defesa das plantas (NASS, 2007).
Além disso, por apresentarem atividade bioldgica contra
herbivoros e microrganismos, muitos desses metabdlitos séo
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utilizados como inseticidas e fungicidas (TAYS;ZEIGER,
2004). Os principais metabolitos secundarios sdo distribuidos
em trés grupos, de acordo com sua rota biossintética:
terpenos, compostos fendlicos e compostos contendo
nitrogénio (TAYZ; ZEIGER, 2004; SILVA et al, 2010).

Esses metabolitos secundarios tem sido alvo de pesquisas,
especialmente os compostos fenolicos, pelo fato de
apresentarem atividade antiflingica, cuja eficacia ndo depende
somente da concentracdo do composto bioativo, mas também
da sua estrutura, com capacidade de inibir os processos de
degradacdo biolégica endégena e exdgena (PAGNUSSATT et
al., 2012; FURLONG et al, 2020).

No presente trabalho, os residuos agroindustriais
selecionados como meio de cultivo durante o bioprocesso
possuem compostos fendlicos em sua composicdo, sendo
naturalmente encontrados nas concentragdes de 7,732 mg.g-!,
0,57 mg.g-' e 16,810 mg.g-! para farelo de arroz, erva mate e
ché verde.

Na fermentacdo em estado solido, varios fatores sdo
decisivos para a producdo do bioproduto desejado, tais como:
umidade, temperatura de incubagdo, pH, o periodo de
fermentacdo, substratos, aeracdo, agitacdo e nutrientes
adicionais que afetam significativamente o crescimento
celular e a formacdo de produtos (SANTOS, 2007). Segundo
Santos et al., (2005) e Pinto et al., (2006), nem sempre 0 meio
que permite o melhor desenvolvimento microbiano favorece a
formacdo de produtos, dessa forma, se faz necessario a
realizacdo de analises que devem estar relacionadas com as
variaveis que ira afetar o bioprocesso em questdo. Para avaliar
esses efeitos, as diferentes proporcoes de residuos foram
avaliadas (Tabela 1) e a condicdo mais adequada para
ocasionar um aumento da producdo de compostos fendlicos
foi a 5:5 (farelo:chd), mostrando que a concentracdo do
substrato afetou a via bioguimica que desencadeia a formacao
desses metabolitos secundarios, que estdo intimamente
ligados as estratégias de defesa das plantas (SILVA et al.,
2010; SCHMATZ et al, 2019).

Tabela 1 — Teor de compostos fendlicos (mg.g-') antes e apds a fermentagéo em estado sélido com residuos de farelo e cha

verde.

Farelo: cha (g.g-!)

Compostos fendlicos* (mg.g-')

Tempo zero Tempo sete dias
9:1 11,3584 8,075¢f
7,5:2,5 8,990¢ 7,709
5:5 14,916°¢ 22,3812
0:10 16,810° 1,296"
10:0 7,732f 4,6849

*Meédias seguidas de letras minusculas diferentes apresentam diferenga significativa através do teste de Tukey a um nivel de significancia de 5%.

Além disso, as caracteristicas granulométricas do
farelo, cha e erva também podem ter contribuido, visto que o
primeiro apresentou um tamanho de particula maior, com
37,5% retidos na peneira de 590 pum facilitando a dissipacéo
de calor pelo sistema (BORZANI et al., 2001); enquanto que
0 cha e a erva, com menor tamanho de particula, pode ter
favorecido 0 acesso do micro-organismo aos nutrientes, pois
33% da fracdo de cha verde ficou retida na peneira de 350 pum
e 39% do residuo de erva mate na peneira de 210 pm.

A hifa do fungo, apés a esporulagdo, desenvolve um
emaranhado micelial, podendo penetrar o substrato ou formar
hifas aéreas. Proximo a superficie do substrato e entre poros,
¢ onde ocorre a atividade metabdlica, contudo regides
expostas do micélio (hifas aéreas), também mostram
metabolismo e servem como transportadoras de substancias
para as hifas penetrativas. A penetracdo das hifas nas
particulas solidas aumenta o contato e a disponibilidade dos
substratos macromoleculares, bem como a assimilagcdo e
metabolizacdo dos produtos, e ocorre de forma coordenada ao
crescimento, pois 0s metabolitos excretados pelos
microrganismos € que permitem a penetracdo. (HOLKER;
LENZ, 2005).

Embora ndo tenham sido encontrados na literatura
pesquisada estudos sobre os residuos de ché verde e erva mate
especificamente, Oliveira, 2012 encontrou a concentracdo de
compostos fendlicos totais em FES utilizando farelo de arroz
igual a 0,11 MQscido galico/rarele NO tempo zero e 0,16 mg
acidogalico/Qfarelo N0 tempo de 5 dias. Este aumento de
concentracdo de compostos fendlicos ao decorrer do tempo
também foi evidenciado na propor¢do de 5:5, o que indica
que foi liberado compostos fendlicos durante a FES,
sugerindo que os fendis sdo produtos da degradacdo de
residuos utilizados como substratos (GARCIA et al., 2015).

Garcia, 2015 realizou estudos de quantificacdo no
teor de compostos fendlicos em FES utilizando residuos de
café como substrato e encontrou a concentragdo de 54,75
MJscido galico/Jresidue €M EXtrato aquoso, sendo este valor de
concentracdo superior ao encontrado nos residuos de cha
verde e erva mate.

A producéo de compostos fendlicos a partir do farelo
de arroz e da erva mate ocorreu, mas os valores encontrados
foram bem inferiores (Tabela 2), quando comparados com a
mistura de farelo de arroz e cha verde. Percebeu-se que o teor
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de compostos fendlicos presentes na erva-mate é bem menor
do que no cha verde. Sendo assim, a erva-mate ndo foi capaz
de agir como indutor para o incremento da producdo de

compostos fendlicos, nas nestes

experimentos.

condicBes aplicadas

TABELA 2. Teor de compostos fendlicos (mg.g-') antes e apds a fermentacéo em estado sdlido com residuos de farelo e erva

mate

Farelo: erva (g.g-!)

Compostos fenolicos (mg.g-1)

9:1
7,5:2,5
55
0:10

10:0

Tempo zero Tempo sete dias
1,39¢ 1,98°¢
4,342 4,592
4,628 3,86°
0,57¢ 1,41¢
2,08° 3,31°

*Médias seguidas de letras minusculas diferentes apresentam diferenga significativa através do teste de Tukey a um nivel de significancia de 5%.

CONCLUSOES

O uso de farelo de arroz e cha verde como substrato
para a producdo de compostos fendlicos através de uma
fermentacdo em estado sdlido apresentou-se promissor, com
destaque para a propor¢do de 5:5 (farelo: cha verde), que
possibilitou a obtencdo de 22,4 mg.g-! de compostos
fendlicos, totalizando um incremento de 1,5 vezes na
quantidade inicial do bioproduto de interesse.
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