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RESIDUOS DE LARANJA E CAMARAO UTILIZADOS PARA PRODUCAO ENZIMATICA COM
PENICILLIUM COMMUNE E ASPERGILLUS SP.

Orange and shrimp waste used to enzyme production with Penicillium commune and Aspergillus sp.

Bianca D’arck Melo CAVALCANTE™, Thamarys SCAPINI?, Aline Frumi CAMARGO?, Robson Marcelo DI PIERO?,
Helen TREICHELS®

RESUMO: Os residuos agroindustriais podem ser utilizados como substrato em processos fermentativos para obter bioprodutos
de interesse comercial. Devido ao elevado volume de cascas de laranja e camaréo gerados e aos seus nutrientes, o objetivo deste
estudo ¢ avaliar a viabilidade do uso desses residuos como substrato para a fermentagdo submersa e producéo enzimatica. Foi
realizada fermentagdo submersa com casca de laranja e camardo; Penicillium commune e um fungo isolado de uva (F-39)
identificado como Aspergillus sp. foram usados separadamente para a producdo dos extratos enzimaticos. Os extratos foram
caracterizados quanto as atividades enzimaticas de pectinase, celulase, amilase e peroxidase. Os extratos produzidos por P.
commune apresentaram maiores valores de atividades enzimaticas, especialmente celulase (16,87 U mg™) e amilase (50,73 U
mg™?) com p < 0,05. Ambos os extratos apresentaram elevada atividade de peroxidase (> 90 U mg™). Diante dos resultados
obtidos, as cascas de laranja e camardo sdo uma alternativa eficiente e de baixo custo para a producdo enzimaética.

Palavras-chave: aproveitamento de residuos agroindustriais, fermentacéo submersa, producdo enzimatica.

ABSTRACT: Agro-industrial waste can be used as a substrate in fermentation processes to obtain bioproducts of commercial
interest. Due to the high volume of orange and shrimp peels generated and their nutrients, the objective of this study is to evaluate
the feasibility of using these residues as a substrate for submerged fermentation and enzymatic production. Submerged
fermentation was carried out with orange peel and shrimp; Penicillium commune and an isolated grape fungus (F-39) identified
as Aspergillus sp. were used separately for the production of enzymatic extracts. The extracts were characterized for the
enzymatic activities of pectinase, cellulase, amylase and peroxidase. The extracts produced by P. commune showed higher values
of enzymatic activities, especially cellulase (16.87 U mg™) and amylase (50.73 U mg™?) with p < 0.05. Both extracts showed high
peroxidase activity (> 90 U mg-1). In view of the results obtained, orange and shrimp peels are an efficient and low-cost
alternative for enzymatic production.

Key words: use of agro-industrial waste, submerged fermentation, enzymatic production.

*Autor para correspondéncia

Recebido para publicacéo em 20/04/2021; aprovado em 05/06/2021

'Mestre em Ciéncia dos Alimentos - Laboratdrio de Fitopatologia, Universidade Federal de Santa Catarina, CEP 88040-900, Floriandpolis, SC, Brasil; +55 (48)
3721-5423; biancaadarck@gmail.com (* - autor correspondente);

2Mestre em Ciéncia e Tecnologia Ambiental - Laboratdrio de Microbiologia e Bioprocessos, Universidade Federal da Fronteira Sul, CEP 99700-000, Erechim,
RS, Brasil; scapini.thamarys@gmail.com;

3Mestre em Ciéncia e Tecnologia Ambiental - Laboratdrio de Microbiologia e Bioprocessos, Universidade Federal da Fronteira Sul, CEP 99700-000, Erechim,
RS, Brasil; alinefrumi@gmail.com;

‘Doutor em Fitopatologia - Laboratorio de Fitopatologia, Universidade Federal de Santa Catarina, CEP 88040-900, Floriandpolis, SC, Brasil;
robson.piero@ufsc.br;

Doutora em Engenharia de Alimentos - Laboratério de Microbiologia e Bioprocessos, Universidade Federal da Fronteira Sul, CEP 99700-000, Erechim, RS,
Brasil; helentreichel@gmail.com.

Revista Brasileira de Agrotecnologia- ISSN 2317-3114- (BRASIL) v. 11, n.2, p. 124-128, abr-jun, 2021


mailto:biancaadarck@gmail.com
mailto:scapini.thamarys@gmail.com
mailto:alinefrumi@gmail.com
mailto:robson.piero@ufsc.br
mailto:helentreichel@gmail.com

INTRODUGAO

Um dos maiores desafios para os tempos atuais é manter
a producéo e distribuicdo de alimentos de forma igualitéaria e
com baixo impacto ambiental (MENDOZA-HERNANDEZ;
FORNES; BELDA, 2014). Apesar disso, a demanda por
alimentos é cada vez maior devido ao aumento populacional,
tal qual a geracdo de residuos (PANDA et al.,, 2018;
VAREJAO et al., 2013). Para minimizar o impacto dos
residuos agroindustriais no meio ambiente e reaproveita-los, os
processos biotecnologicos, como a fermentacdo, sdo
amplamente utilizados (SADH et al., 2018). Estes processos
visam o desenvolvimento de bioprodutos e biocompostos de
interesse comercial com diferentes aplicacfes (SADH et al.,
2018; KLAIC et al., 2017; VAREJAO et al., 2013).

Segundo Panda et al. (2018), o mercado de biocomodities
apresenta receitas anuais superiores a US $ 700 bilhoes.
Portanto, processos fermentativos utilizando residuos
agroindustriais como substrato sdo uma alternativa para
agregar valor aos residuos e obter bioprodutos de interesse
comercial. O uso de residuos agroindustriais como substrato,
além de reduzir os custos do processo de fermentacdo,
possibilita a producéo de um pool de enzimas com diferentes
especificidades, o que pode influenciar positivamente na sua
aplicacdo (SADH et al., 2018).

A laranja é uma das frutas mais produzidas e consumidas
no mundo, ultrapassa 80 milhdes de toneladas por ano, e o
Brasil é o maior produtor mundial. No entanto, cerca de 40 a
60% do peso fresco da laranja é considerado residuo
(CYPRIANO; DA SILVA; TASIC, 2018; INACIO et al.,
2015). A casca de laranja possui elevados teores de aglcares
sollveis, pectina, proteinas, hemicelulose e celulose e fibras,
sendo, portanto, fonte de nutrientes para a produgéo enzimatica
(DE LA TORRE et al., 2019). A casca de camardo é outro
residuo gerado em grande volume, porém ainda pouco
explorado. A producéo mundial de camardo varia de 1459 a
167,2 milhdes de toneladas (FAO, 2016), considerando o
residuo gerado (até 60% do peso inicial), seu aproveitamento é
de grande relevancia, visto que é uma matéria-prima de baixo
custo para o desenvolvimento de novos produtos (ANTUNES-
VALCAREGGI, 2016; OGAWA, et al., 2007).

A fim de explorar as potencialidades da utilizacdo de
casca de laranja e camardo, o objetivo deste estudo é avaliar a
viabilidade do uso desses residuos como substrato para a
fermentagdo submersa e producdo enzimatica.

MATERIAL E METODOS
Residuos de casca de laranja e camaréao

Foram utilizadas cascas de laranja orgénica, cedidas por
uma agroindustria de sucos, e cascas de camardo coletadas em
um restaurante local (Erechim, RS, Brasil). Ambos o0s
materiais foram secos em estufa de circulacdo de ar a 65 °C por
48 h, triturados em moinho de facas com peneira 10 mesh e
armazenados a -20 °C até o uso.

Microrganismos

Para a producdo dos extratos enzimaticos foram
utilizados dois fungos filamentosos: Penicillium commune, do
banco de microrganismos da Fundagdo André Tosello —
Colecdo de Culturas Tropicais (Campinas, SC, Brasil) e um

fungo isolado de uva (F-39) (Erechim, RS, Brasil). Ambos os
microrganismos foram cultivados em cultura estoque em
placas de Petri com meio PDA (Merck, Alemanha) e mantidos
em crescimento por 7 dias a 28 °C.

Identificacdo molecular do fungo isolado

O DNA do fungo isolado (F-39) foi extraido de acordo
com o método descrito por Doyle e Doyle (1987), a partir do
micélio cultivado em meio de cultura. O DNA foi submetido a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e amplificacdo da
regido do espagador interno transcrito por rDNA (ITS). Foram
utilizados 0s iniciadores ITS1 (50-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3 0) e ITS4  (50-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-30) para 0 sequenciamento.
Os produtos amplificados foram verificados por eletroforese
em gel de agarose a 0,8%, purificados e submetidos ao
sequenciamento. Sequéncias semelhantes foram encontradas
no GenBank, através da ferramenta Blastn (SCHMITZ;
RIESNER, 2006).

Processo fermentativo

O meio de fermentacdo foi preparado em frascos
Erlenmeyer de 250 mL contendo 90 mL de &gua destilada,
casca de laranja a 10% (m/v) (adaptado de Mamma,
Kourtoglou e Christakopoulos, 2008) e casca de camardo a
0,3% (m/v) (adaptado de Suresh e Anil Kumar, 2012),
esterilizado em autoclave a 121 °C, 1 atm por 15 minutos. O
processo fermentativo foi iniciado com a adicéo de 10 mL da
suspensdo contendo 107 esporos mL™* ao meio de fermentagao.
Cada microrganismo foi testado separadamente. A
fermentagdo ocorreu durante 72 h em agitador orbital (New
BrunswickTM, Alemanha), sob agitacdo constante (120 rpm)
e temperatura controlada (28 °C). Apds a fermentacdo, a
biomassa fungica foi separada do meio liquido com filtro de
nylon, seguido de centrifugacdo (NT 815 - NovaTécnica,
Brasil) a 4 °C e 2.000 rpm por 10 min. O sobrenadante (extrato
enzimatico) foi coletado e caracterizado quanto ao teor
proteinas sollveis totais, pelo método de Bradford (1976),
posteriormente foram determinadas as atividades enzimaticas.

Determinacdo da atividade de amilase

A atividade de amilases foi quantificada em meio
reacional contendo 0,5 mL de extrato e 0,5 mL de solucéo de
amido 1 % preparado em tampdo acetato 100 mM pH 5,0,
incubado a 38 °C por 10 min (adaptado de Fuwa, 1954).
Posteriormente, a atividade enziméatica do meio reacional foi
determinada pelo método de Miller (1959), utilizando &cido
dinitrosalicilico (DNS) em banho fervente por 10 min e
mensurado por leitura de absorbancia a 540 nm. Uma unidade
de atividade de amilase (U) foi definida como a quantidade de
enzima capaz de catalisar a reacdo de 1 pmol min-* de glicose
nas condigdes da reacdo.

Determinacéo da atividade de celulase

A atividade de celulase foi determinada pelo método de
Ghose (1987), onde 50 mg de papel filtro Whatman n°. 1
picado (1x1 cm?), foram adicionados em 2 mL de tampéo
acetato de sodio 0,2 mM (pH 5,5) e 0,5 mL do extrato
enzimético. O meio reacional foi incubado a 50 °C por 60 min.
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Apos a atividade enzimatica foi quantificada pelo método DNS
a 540 nm (MILLER, 1959). Uma unidade de atividade de
celulase (U) foi definida como a quantidade de enzima capaz
de catalisar a reagéo de 1 pmol min de glicose nas condicdes
de reagdo.

Determinacéo da atividade de pectinase

Atividade de pectinase foi determinada utilizando como
substrato padrdo Pectina Citrica (Sigma-Aldrich), conforme
proposto por Phutela et al (2005). 1 mL do extrato enzimético
foi submetido a reacdo com 1 mL de pectina citrica a 1%
preparada em tampéo citrato 0,05 mM (pH 7). As amostras
foram incubadas a 50 °C por 30 min. A atividade enzimatica
foi quantificada pelo método DNS a 540 nm (MILLER, 1959).
Uma unidade de atividade da pectinase (U) foi definida como
a quantidade de enzima capaz de catalisar a reacdo de até 1
pumol min? de &cido galacturénico liberado por mL nas
condicOes da reacéo.

Determinacéo da atividade de peroxidase

Atividade de peroxidase foi mensurada por meio da
reacdo de oxidagdo do substrato padrdo guaiacol a
tetraguaiacol, conforme metodologia proposta por Devaiah e
Shetty (2009). 1 mL de extrato enzimatico foi adicionado ao
meio reacional composto por 2 mL de tampao fosfato de sodio
5 mM (pH 5,0), 0,5 mL de guaiacol 1 %, 0,8 mL de peroxido
de hidrogénio 0,08 % e 2 mL de &gua destilada. O meio
reacional foi incubado a 35 °C por 10 min em banho
termostatico. Posteriormente foi realizada a leitura da
absorbancia a 470 nm. Uma unidade de atividade (U) de
peroxidase foi definida como a quantidade de enzima capaz de
causar um aumento na unidade de absorbancia de 0,001 por mL
por minuto nas condicdes de reacdo.

Anélise estatistica

Os resultados foram expressos como
média * desvio padrdao. Os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA),
seguida do teste de Tukey considerando p =<
0,05, por meio do software TIBCO Statistica
13.3.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O fungo isolado de uva (F-39) foi identificado a nivel de
género como Aspergillus (99,9% de certeza). Existem mais de
200 espécies de fungos filamentosos dentro deste género, as
quais apresentam grande relevancia biotecnoldgica, sendo
utilizados para a produgdo de &cidos organicos, enzimas e
medicamentos (CONTESINI et al., 2010; SAMSON;
VARGA, 2009). Além disso, sdo capazes de secretar altos
niveis de proteinas, apresentam boas propriedades de
fermentagdo, possibilitando assim a producgdo enzimatica em
larga escala (CONTESINI et al., 2010; DE VRIES, 2003).

As enzimas de degradacdo de polissacarideos vegetais
podem ser obtidas a partir de uma grande variedade de
microrganismos. As espécies de Aspergillus sp. sdo
comumente utilizadas, visto que esses fungos utilizam
celulose, xiloglucano, xilano, galactoglucomanana e pectina
como substrato, sendo capazes de secretar uma variedade de

enzimas capazes de degradar com eficiéncia diferentes
estruturas (DE VRIES, 2003). Os resultados obtidos
demonstram que ndo houve diferenca estatistica entre os
extratos produzidos por P. commune e por Aspergillus sp. em
relagdo as atividades de pectinase e peroxidase (p < 0,05)
(Tabela 1). Por outro lado, os extratos produzidos por P.
commune apresentaram maiores valores de atividade de
celulase (16,87 U mg™) e amilase (50,73 U mg™?) (Tabela 1).
Ambas as espécies de fungos utilizadas neste estudo séo
consideradas produtoras de enzimas extracelulares que tem
potencial para degradar a parede celular de biomassas, e com
potencial para importantes aplicagfes industriais. Neste
cenario, a utilizacdo de abordagens que tenham produtividade
elevada e menor custo econdmico sdo exploradas.

As estratégias de producdo de enzimas utilizando
biomassas alternativas séo consideradas melhores ou
equivalentes as preparagdes comerciais (ADSUL et al., 2020).
Além disso, a composicdo dos residuos utilizados como
substrato  pode influenciar na producdo enzimatica
(CYPRIANO; DA SILVA; TASIC, 2018), nesse caso,
especialmente a casca de laranja pode ter influido nas
atividades enzimaticas observadas (Tabela 1) por ter sido
utilizada em maior quantidade. Esse residuo possui compostos
sollveis em agua, como a glicose, frutose e sacarose, também
é rico em pectina, celulose e hemicelulose (DE LA TORRE et
al., 2019). A liberagdo de diferentes oligossacarideos e
acucares livres possibilita a producdo de um pool de enzimas,
o que foi observado no presente estudo (Tabela 1), visto a
variedade de atividades enzimaticas quantificadas em ambos
0s extratos.

A liberagéo e a diversidade de enzimas que séo secretadas
por microrganismos sdo influenciadas pelo substrato
disponivel, o que torna ainda mais relevante o uso de substratos
heterogéneos, como residuos agroindustriais, para producéo de
enzimas de interesse biotecnoldgico. A influéncia da fonte de
carbono é determinada pela capacidade de coordenagdo
metabdlica de biossintese e secre¢do de proteinas fundamentais
para a sobrevivéncia do microrganismo (BROWN; RIES;
GOLDMAN, 2014). Sendo assim, a producdo de enzimas é
reduzida em meios fermentativos com fonte Unica de carbono
prontamente disponivel (COLOGNA et al., 2018).

Para o desenvolvimento de pools enzimaticos geralmente
sdo utilizados fungos, sendo que as cepas de Aspergillus e
Penicillium sdo amplamente utilizadas pela indUstria por serem
6timos candidatos em processo estaveis e robustos de produgao
enzimatica (ADSUL et al., 2020; CONTESINI et al., 2010).
Quando avaliamos as producgdes enziméticas de ambas as cepas
fingicas no sistema proposto neste trabalho (Tabela 1), pode-
se prospectar a aplicagdo das mesmas em diferentes &reas,
dentre elas a hidrélise de biomassas de frutas para producéo de
biocombustiveis, a aplicacdo na indistria de alimentos e
aumento de rendimento de processos baseados em biomassas
residuais. O uso de enzimas de baixo custo em processos de
hidrdlise enzimatica é necessario para reduzir os custos da
obtencdo de enzimas comerciais (ADSUL et al., 2020).

Em termos de desenvolvimento biotecnolégico, a
avaliacdo de sistemas baseados no uso de enzimas como
biocatalisadores ou como produtos alvo estd em constante
expansao. Isso ocorre principalmente pela vantagem de os
processos enzimaticos apresentarem facil operagdo e a
capacidade de catdlise ocorrer em condi¢des amenas,
reduzindo a necessidade energética.
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Tabela 1 — Atividades das enzimas pectinase, celulase, peroxidase e amilase produzidas por Penicillium commune e Aspergillus

sp. em meio contendo casca de laranja e camardo.

Atividades enzimaticas (U mg?)

Extrato Pectinase Celulase Peroxidase Amilase
P. commune 8,15 + 0,662 16,87 + 0,40° 98,58 + 1,032 50,73 +1,54°
Aspergillus sp. 6,90 £ 0,922 9,87 +£1,80? 98,65 + 3,682 33,14+ 3,762

Médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas ndo mostraram diferenga significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Os progressos cientificos estdo a cada novo
desenvolvimento mais préximos da alcancar processos de larga
escala com maior viabilidade econémica, e umas das téticas é
a substituicdo de sistemas baseados em meios fermentativos de
alto custo (COLLADOS et al., 2020; PRAJAPATI et al.,
2020). Nesse sentido, a utilizacdo de residuos agroindustriais
em processos fermentativos agrega maior desenvolvimento as
estratégias que visam sistemas de producéo integrada baseados
em processos biolégicos mais sustentaveis e de menor geracdo
de residuos.

CONCLUSOES

A casca de laranja e camardo demonstraram-se potenciais
substratos para a producdo de um pool de enzimas com
diferentes especificidades. Os extratos obtidos da fermentacéo
submersa desses residuos com P. commune e Aspergillus sp.,
separadamente, apresentaram atividade de pectinase, celulase
e amilase, principalmente peroxidase. Portanto, as cascas de
laranja e camardo sdo uma alternativa eficiente e de baixo custo
para a producao enzimatica.
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