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RESUMO

As enzimas microbianas se destacam devido as inumeras aplicacbes
biotecnoldgicas, e aliado a isso a possibilidade do uso de residuos como substrato
no processo fermentativo pode trazer vantagens na produgdo em escala industrial.
Os residuos de café, por exemplo, tem se mostrado como um bom meio para a
obteng¢do de uma variedade de enzimas. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi
realizar uma revisdo sistematica acerca da utilizacdo de trés tipos diferentes de
residuos de café para producido de enzimas, através de processos fermentativos, a
fim de identificar as principais classes de enzimas produzidas e os microrganismos
empregados como agentes fermentadores, tais como os fungos, bactérias,
cianobactérias e microalgas. Assim, foi realizada pesquisa bibliografica nas bases
de dados desde a ultima década utilizando as palavras-chave “waste pulp coffee
and enzyme” e, através de critérios de incluséo e exclusdo, foram selecionados 26
artigos. Cerca de 30,76% dos trabalhos foram produzidos na Indonésia e apontaram
celulase como a principal enzima produzida. A fermentagdo em estado sélido (FES)
foi o processo mais utilizado para produgao das enzimas, representando 92,59%, e
os fungos do género Aspergillus mais largamente utilizados nesse processo, com
23,07% de ocorréncia nos artigos. Entre os residuos de café, a polpa teve maior
ocorréncia, aparecendo em 76,92% dos artigos. Ademais, o tempo de fermentagao,
volume do residuo, temperatura e pH foram parametros essenciais no resultado final
de obtencdo das enzimas. Com isso, observou-se que o residuo de café tem
potencial como substrato para a obtencao de diferentes enzimas, principalmente as
celulésicas, utilizando-se de fungos, em especial os do género Aspergillus, em

processos solidos de fermentacao.

Palavras-chave: Residuo de café. Polpa de café. Enzimas. Fermentacdo em

estado solido (FES). Aspergillus.



ABSTRACT

Microbial enzymes stand out due to their numerous biotechnological
applications, and allied to this, the possibility of using residues as a substrate in the
fermentation process can bring advantages in production on an industrial scale.
Coffee residues, for example, have been shown to be a good means of obtaining a
variety of enzymes. Thus, the objective of this work was to carry out a systematic
review of the use of three different types of coffee residues for enzyme production,
through fermentation processes, in order to identify the main classes of enzymes
produced and the microorganisms used as fermenting agents, such as fungi,
bacteria, cyanobacteria and microalgae. Thus, a bibliographic search was carried out
in the databases since the last decade using the keywords “waste pulp coffee and
enzyme” and, through inclusion and exclusion criteria, 26 articles were selected.
About 30.76% of the works were produced in Indonesia and pointed to cellulase as
the main enzyme produced. Solid state fermentation (SSF) was the most used
process for the production of enzymes, representing 92.59%, and the fungi of the
genus Aspergillus were most widely used in this process, with 23.07% of occurrence
in the articles. Among coffee residues, pulp had the highest occurrence, appearing in
76.92% of the articles. Furthermore, fermentation time, residue volume, temperature
and pH were essential parameters in the final result of obtaining the enzymes. Thus,
it was observed that the coffee residue has potential as a substrate for obtaining
different enzymes, mainly cellulosic ones, using fungi, especially those of the

Aspergillus genus, in solid fermentation processes.

Keywords: Coffee residue. Coffee pulp. Enzymes. Solid state fermentation (SSF).

Aspergillus.
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1. INTRODUGAO

A utilizacdo de enzimas no mercado mundial vem aumentando e,
concomitantemente, a necessidade de desenvolver processos de producao mais
eficientes e economicamente viaveis. O mercado global de enzimas devera chegar
a US$ 10,5 bilhdes até 2024, e grande parte sera produzida por microrganismos
(PAPADAKI et al., 2020). Esse mercado mostra-se promissor devido as inumeras
aplicagdes das enzimas, sendo empregadas em diferentes tipos de industria, como
a alimenticia, farmacéutica, na fabricacdo de alimentagdo animal, produtos de
limpeza, e na area biotecnoldgica (SRIVASTAVA, 2019). Além disso, as enzimas
apresentam alta seletividade, condigbes amenas de reacao (presséo, temperatura e
pH) e menores problemas ambientais e toxicolégicos. A produgao dessas enzimas
se da por meio da tecnologia de fermentacédo, podendo ser sdlidas ou submersas
(PRASAD & RQY, 2018).

A fermentagdo em estado sélido (FES) € definida como o processo de
crescimento microbiano em um substrato sdélido sem agua livre aparente,
apresentando condigdes bioldgicas, fisicas-quimicas e ambientais particulares que
podem afetar diretamente o processo, assim como o tipo de substrato e o
microrganismo utilizado. A FES torna viavel a possibilidade de uso de residuos
sélidos, que servem para o crescimento dos microrganismos, contribuindo também
para uma destinagdo adequada desses residuos (AITA et al., 2019). Também
consegue simular o habitat natural do microrganismo, além de possuir baixa
possibilidade de contaminacdo, facil manutencdo e obtencdo de produtos em alta
concentragdo (SANTOS et al., 2020; SILVA et al., 2018). Esse processo € muito
utilizado para a produgao de enzimas microbianas, devido a essas vantagens em
comparagao com a fermentacdo submersa convencional.

Em contrapartida, a fermentagdo submersa (FSm) é conduzida em meio
liquido, e tem como caracteristica a homogeneidade e eficiéncia na transferéncia de
nutrientes, que estdo soluveis no meio. Além de apresentar maior facilidade de
controle de parametros fisico-quimicos e maior capacidade de recuperagao
enzimatica. O efeito da temperatura, pH, umidade, conteudo, concentracdo de

inéculo, tempo de fermentacéo e o tipo de substrato sdo de importancia essencial
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para o desenvolvimento desses bioprocessos e alcance de uma produgao eficiente
de enzimas (ABIDI et al., 2011; LIMA, 2019; SANTOS et al., 2018).

Portanto, quando se trata de residuos agricolas, o Brasil obtém especial
destaque, visto que possui uma economia fortemente ligada a agricultura, gerando
uma quantidade alta de residuos agricolas. Diante disso, o reaproveitamento desses
residuos € uma questao que vem sendo considerada no cenario atual como forma
de minimizar o impacto ambiental. E como forma de reaproveitamento, os processos
fermentativos apresentam uma boa alternativa, visto que geram produtos finais de
alto valor agregado e de importancia industrial e biotecnolégica, entre esses, as
enzimas (RODRIGUES, 2021; AMARAL, 2017). Existe uma grande variedade de
residuos que podem ser reaproveitados pelos processos fermentativos, entre esses,
os residuos de café vem obtendo atencdo no cenario cientifico atual (RANI &
APPAIAH, 2011; XAVIER et al., 2019).

Em relacdo aos residuos, o café € uma alternativa promissora pois a
producdo mundial e nacional alcanga grandes proporgdes, segundo relatérios sobre
o mercado de café e companhias nacionais de abastecimento (Conab), o que
também reflete a grande e concomitante producdo de residuo advindo dessa
producdo como resultado final (TOKIMOTO et al., 2005). Ademais, como maneira de
reaproveitamento, residuos de casca, polpa e borra de café vem sendo utilizados
como eficientes substratos em processos soélidos de fermentagdo (FES) para a
obtencdo de biocompostos, e com isso vem ganhando cada vez mais destaque.
Isso se deve principalmente a rica composig¢ao nutricional desses residuos, o que
proporciona um ambiente perfeito para que os microrganismos se multipliquem e
produzam compostos de valor industrial com baixo custo (PANDEY et al., 1999;
PANDA et al., 2016).

Diante disso, percebe-se a importancia de pesquisas que relacionem e
investiguem aspectos ligados a produgdo de enzimas utilizando residuos de café,
visando a melhoria dos parametros fermentativos da producéo de enzimas, a fim de
analisar como a utilizagdo desses residuos pode se mostrar promissora na obtengao

de bioprodutos que possuem alto valor agregado e diversas aplicabilidades.
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2. OBJETIVOS

21. PRINCIPAL

Realizar uma revisdo sistematica sobre a produgcdo de enzimas por

processos fermentativos que utilizem residuos de café como substrato.

2.2. ESPECIFICOS

e |dentificar os paises e anos com maior concentracido de pesquisas sobre o
tema;

e Qual processo fermentativo mais utilizado e variaveis relevantes;

e Os principais microrganismos fermentadores utilizados;

e Identificar as principais classes de enzimas obtidas;

e Identificar aspectos que devem ser explorados e melhorados cientificamente.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. ENZIMAS MICROBIANAS E SUAS APLICACOES

A produgcdo mundial de enzimas mostra-se promissora e em expansao,
devido a diversidade de aplicagdes em diferentes tipos de industria, como a
alimenticia, farmacéutica, na fabricacdo de alimentagdo animal, produtos de
limpeza, e na area biotecnologica (SRIVASTAVA, 2019). O mercado global de
enzimas devera chegar a US$ 10,5 bilhdes até 2024, seguindo uma taxa de
crescimento anual de 5,7%, sendo estimado que 70% da quota dessas enzimas
seja produzida por microrganismos (PAPADAKI et al., 2020).

Além disso, a utilizacdo de enzimas especialmente microbianas tem
movimentado o mercado mundial industrial e/ou ambiental, também pelo interesse
nos processos que envolvem baixo custo energético e facil produgéo e pela eficacia
das enzimas (SRIVASTAVA, 2019). Segundo a Agéncia Embrapa de Informagéao
Tecnoldgica, as vantagens no uso de enzimas em tecnologias é que elas
possibilitam uma gama de reagcbes com beneficios de alta seletividade, condigbes
amena de reacgao (presséo, temperatura e pH) e menores problemas ambientais e
toxicologicos. Dentre o0s microrganismos capazes de produzir enzimas e
industrialmente relevantes estdo as bactérias, fungos filamentosos e leveduras,
microalgas e cianobactérias (PRASAD & ROY, 2018).

Diversos autores descreveram aplicagcdes definidas para cada tipo
enzimatico, por exemplo, as peroxidases foram aplicadas na descoloracdo de
corantes industriais e téxteis (HARTWIG, et al., 2014). J& as lipases sao umas das
classes de enzimas que podem ser utilizadas como biocatalisadores e sdo mais
valorizadas no campo da biotecnologia porque podem ser utilizadas em industrias
de alimentos, detergentes, téxteis, farmacéuticas, energia e cosméticos, o que a
torna o terceiro maior grupo de enzimas utilizado mundialmente (PHUKON et al.,
2020). As lipases sao capazes, através da modificacdo das propriedades de lipidios,
de produzir sabor e aroma, obtendo produtos de maior valor nutricional, além de
facilitarem a remocgéo de gordura de produtos de carne e peixe, etc (MEHTA et al.,
2021). Segundo Murugan et al. (2020), as pectinases podem ser aplicadas na
producao de vinho, clarificacdo de suco, e extragao de 6leo vegetal. Ja as proteases

microbianas, tém sido empregadas na preparacao de hidrolisados de proteina de
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alto valor, podendo ser usada em formulagdes de alimentos infantis, produtos
alimentares terapéuticos especificos, fortificantes de sucos e refrigerantes e como
aditivos alimentares funcionais (AGUILAR & SATO, 2017). Essas enzimas sao
exemplos de produtos advindos da produgao microbiana, por meio da tecnologia de

fermentacao.

3.2. MICRORGANISMOS PRODUTORES

Os microrganismos apresentam uma grande variedade metabdlica,
constituindo assim uma importante fonte de produtos bioativos de importancia
industrial e biotecnoldgica. Alguns géneros de bactérias vém sendo isolados e
avaliados como potenciais produtores desses compostos, como Bacillus,
Acinetobacter, entre outros, especialmente quando se trata de produgao enzimatica.
Diversas enzimas podem ser produzidas pelas bactérias, como lipases, amilases,
celulases, etc (ALVES, 2018; LIMA, 2018; SELVAM et al.,, 2014). Entretanto,
segundo Abidi et al. (2011), mais da metade das enzimas utilizadas industrialmente
sao produzidas por fungos e leveduras, enquanto que as bactérias produzem cerca
de 30% do total. Os cogumelos também foram relatados como produtores de
enzimas em processos de fermentagdo, como os cogumelos da espécie Lentinula
edodes, produtores de celulases (MATA, G.; SALMONES & PEREZ-MERLO, 2016).
Assim, os fungos filamentosos se destacam por possuirem alta producdo de
biocompostos, sendo 6timos produtores desses metabdlitos primarios e secundarios
de interesse industrial, além de apresentarem adaptacdes a diferentes condicdes
ambientais e baixo custo no processo de producdo (GONCALVES et al., 2018, GUO
et al., 2018; SANTOS, 2020; AMARAL, 2017), tornando-os ferramentas
biotecnolégicas de interesse para areas como a medicina e farmacéutica, gerando
impacto social e cientifico significativo (TSANG, 2018).

Como exemplo de microrganismos produtores de enzimas estdo os fungos,
como exemplificado na tabela 2, juntamente com as enzimas que s&o capazes de

produzir através.
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Tabela 1 - Fungos produtores de enzimas.

FUNGOS ENZIMAS PRODUZIDAS
Aspergillus niger Celulase
Phellinus contiguus Lacase
Penicillium verrucosum B- glucosidase
Fusarium sp. Peroxidase
Phanerochaete chrysosporium Xilanase
Pleurotus sp. Peroxidase
Trichoderma sp. Celulase

Fonte: Autoral.

3.3. RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

No cenario mundial, o advento da industrializagdo surgiu, e trouxe
conjuntamente, questbes posteriores acerca da destinacdo final de alguns
subprodutos gerados inevitavelmente pelo processo. Com isso, uma intensa
conscientizagao iniciou-se no fim do século XX, quando comegou a preocupagao
acerca da necessidade humana de se adequar ao descarte dos subprodutos
gerados (PINTO et al., 2005). No Brasil, por ser um pais cuja economia encontra-se
fortemente ligada a agricultura, ha uma grande producdo de residuos na
agroindustria, e, devido a isso, as atengbes vém sendo voltadas para o
reaproveitamento desses subprodutos.

Esse reaproveitamento minimizaria os problemas ambientais e energéticos,
além de ser util em outras vertentes, como a biotecnologica, onde podem ser
empregados como substratos em processos de fermentacdo que gerardo produtos
biotecnolégicos de interesse e a baixo custo (RODRIGUES, 2021). Esse cenario
tem estimulado os setores publicos e privados a buscarem tecnologias para o
aproveitamento e valorizagao de residuos (SANTOS et al., 2018).

Dessa forma, a utilizacdo de residuos provenientes das industrias tem
surgido como uma otima alternativa para a formulagdo dos meios de produgdo em

processos fermentativos, por apresentarem elevados indices de nutrientes em sua
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composicao, riqueza organica, baixo custo e ampla disponibilidade (AMARAL,
2017). Esses residuos possuem uma composi¢cao rica baseada em carboidratos,
fibras, minerais e proteinas, que os tornam fontes alternativas de nitrogénio e
carboidratos, podendo substituir as fontes sintéticas desses nutrientes empregados
em bioprocessos, como a fermentagao (GUO et al., 2018; GRAJALES et al. 2016).
Por exemplo, residuos agricolas vindos da produgdo de arroz, trigo, sementes
oleaginosas e graos estdo entre os mais abundantes subprodutos agricolas no
mundo.

Além disso, os residuos vém ganhando mais atencédo na FES devido a maior
capacidade de produzir enzimas que degradam polimeros vegetais complexos
presentes nos residuos agroindustriais que o processo permite utilizar,
diferentemente da FSm, que se utiliza de substratos mais soluveis (SALAZAR et al.,
2019; CAVALCANTE et al., 2018). A composigao rica em agucares fermentaveis e
nutrientes € um ambiente perfeito para os microrganismos, que tém a capacidade
de utilizar esses substratos, convertendo-os em diversos produtos de importancia
industrial, como as enzimas (PANDEY et al., 1999).

Assim, desenvolveram-se, ao longo dos anos, diversos estudos envolvendo o
uso de subprodutos provenientes dos residuos com certa frequéncia na literatura.
Exibindo assim, uma grande variedade de residuos que podem ser utilizados como

substrato no processo de FES, conforme exemplifica a tabela 1.

Tabela 2 - Tipos de residuos que podem ser usados em processos de FES.

TIPO DE RESIDUO REFERENCIA
Bagaco da cana-de-agucar GRAJALES et al. 2016.
Coco de babacgu SILVA, 2017.
Farelo de arroz SALAZAR et al., 2019.
Farelo de trigo GRAJALES et al. 2016.
Casca de mandioca SANTANA, 2012.
Borra de café XAVIER et al., 2019.

Fonte: Autoral.

3.4. RESIDUOS DE CAFE
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Segundo o Relatério sobre o Mercado de Café, a produgcao global de café
para o ano-cafeeiro 2020-2021 esta estimada em 171,9 milhdes de sacas de 60kg.
No mundo, 1/3 do café consumido é produzido no Brasil, e este ocupa o segundo
lugar em numero de consumidores atras, apenas, dos Estados Unidos. Ademais, de
acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento (Conab), a expectativa de
producao de sacas de café no Brasil € de 49 milhdes de sacas na safra de 2021,
tendo recorde dentro da série historica do grao no ano de 2020, com 63,08 milhdes
de sacas. No Nordeste, o estado da Bahia representa quase 100% do total de
producdo regional, ocupando o 4° lugar na esfera nacional, com 6,6% da produgao
(BRAINER, 2020).

Desse modo, esses valores podem ser refletidos também no resultado final
caracterizado pela producéo inevitavel de residuos durante o processamento fisico
do café nas usinas, bem como apos a colheita. Acrescenta-se a isso, segundo relata
Tokimoto et al. (2005), os residuos gerados apos o uso final pelo consumidor
individual, restaurantes e refeitérios, por exemplo, que acabam por gerar a borra de
café como residuo final.

A borra de café pode ser utilizada como vantagem em processos de FES
devido as caracteristicas importantes como a riqueza de compostos organicos e
minerais, sendo uma 6tima fonte de carbono em processos fermentativos (XAVIER
et al., 2019). A composicao de 100 gramas (composi¢cao centesimal) em média
apresenta: 5,2 a 9,63 % de umidade; 13,76 a 17,69 % de proteinas; 6,93 a 11,12 %
de lipideos; 62,67 a 71,96 % de carboidratos e 14,60 a 21,48 de fibra bruta (SILVA
et al., 2007; ZAINOL et al., 2020).

A casca do café também se constitui como um subproduto das industrias de
processamento de café. Por exemplo, para cada tonelada de café cereja, ha quase
0,18 toneladas de residuo (RANI & APPAIAH, 2011). A casca de café é composta
por celulose (43%), carboidratos (22,8%), proteinas (11,2%), além de minerais e
grande quantidade de polifendis (MURTHY & ANONANI, 2008). Ha entretanto,
problemas em seu descarte, devido a presenca de substancias como a cafeina,
taninos e outros polifendis, o uso na agricultura por exemplo, tem sido restrito,
sendo o descarte causa de poluicdo nas unidades de processamento (VENUGOPAL

et al., 2004). Por outro lado, a aplicagao desses residuos em bioprocessos fornece
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substrato mais barato e ajuda a resolver a problematica do descarte (RANI &
APPAIAH, 2011).

Segundo Teixeira (1995 apud BARCELOS et al., 2001), ha equivaléncia
entre os nutrientes da casca e da polpa do café, independente da variedade do
mesmo. Bressani et al. (1972 apud BARCELOS et al., 2001) analisou a polpa
desidratada, encontrando os valores de 87,4% de matéria seca, 2,5% de extrato
etéreo, 21,9% de fibra bruta, 11,2 de proteina bruta e menores valores de minerais.

Apesar disso, atualmente nao existem aplicagbes mais diretas para esses
residuos, especialmente os de café, problema agravado devido a grande parcela
dos agricultores n&o possuirem conhecimentos técnicos especificos para a
destinacdo final desses residuos. Assim, ha uma intensificacdo da problematica
ambiental causada por esse residuo quando descartado na natureza, levando em
conta a grande producdo do mesmo. Dessa forma, esses residuos podem constituir
um eficiente substrato em processos de reaproveitamento, como 0s processos
fermentativos, que possuem parametros proprios que o0s caracterizam e

diferenciam.

3.5. PROCESSOS FERMENTATIVOS

A fermentagdo em estado sélido (FES) é definida como o processo de
crescimento microbiano em um substrato sélido sem agua livre aparente,
apresentando condigdes de umidade necessarias para que ocorra o
desenvolvimento e crescimento celular no meio fermentativo (figura 1).

Dessa forma, deve-se levar em conta que particulares condigdes bioldgicas,
fisicas-quimicas e ambientais podem afetar diretamente o processo de FES, assim
como o tipo de substrato e o microrganismo utilizado (SANTOS et al., 2018;
RAHARDJO et al., 2006).
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Figura 1 - Processo de fermentagéo em estado sdlido.

Fonte: Torres & Silva, 2016.

Ademais, devido a essas caracteristicas a FES consegue simular o habitat
natural do microrganismo, além de possuir baixa possibilidade de contaminacao, ser
de facil manutengdo e resultar no alto rendimento de produtos (SANTOS et al.,
2020; SILVA et al.,, 2018; SINGHANIA et al., 2010). A FES torna viavel a
possibilidade de uso de residuos solidos, que servem como fonte de carbono,
nitrogénio, sais e energia para o crescimento dos microrganismos, contribuindo
também para uma destinagdo adequada desses residuos (AITA et al., 2019), o que
€ um fator de grande importancia ambiental, visto que quantidades significativas de
residuos sado descartados por industrias. Alguns estudos tém sido realizados com
fungos filamentosos para produgédo de enzimas, tais como: celulase, hemicelulases
e ligninases, através de FES em residuos de lignocelulose. No entanto, nem todas
as enzimas necessarias foram produzidas em altas concentragdes por uma unica

espécie de fungo. Como uma alternativa, poderia ser feita a utilizacdo de uma
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associagao fungica, com duas ou mais espécies, resultando em uma estratégia
interessante para aumentar a produgao de coquetéis enzimaticos com alto potencial
catalitico (RODRIGUES et al., 2020). Sendo esse processo muito utilizado para a
producdo de enzimas microbianas, devido a essas vantagens econdmicas e
biotecnoldégicas em comparagdo com a fermentagdo submersa, outro tipo de
fermentacao utilizado.

Em contrapartida, a fermentagdo submersa (FSm) difere no microambiente
mais aquoso quando comparado com FES, o que permite a produgao de diferentes
tipos de enzimas (MAHADIK et al., 2002). Assim, enzimas de interesse industrial
sdo produzidas através desse processo de cultivo submerso, que tem como
caracteristica a homogeneidade e eficiéncia na transferéncia de nutrientes, ja que
0s mesmos estao soluveis no meio. Além de apresentar maior facilidade de controle
de parametros fisico-quimicos (pH, temperatura e agitacédo) e maior capacidade de
recuperagao enzimatica apos o processo (SANTOS, 2007). Esse tipo de processo
fermentativo pode ser desenvolvido em frascos agitados, fermentadores de bancada
(figura 2) ou em fermentadores em escala industrial e, segundo Rodriguez Zuhica et
al. (2011), é utilizado em 90% dos processos de produgdo de enzimas nas
industrias.

Figura 2 - Processo de fermentagédo submersa.

Fonte: Santos et al., 2021.

As vantagens do uso da FSm em relagdo a FES sdo a facilidade no
escalonamento, controle dos processos fermentativos e na purificagcdo dos produtos
finais. Entre os controles dos processos fermentativos, destacam-se o controle do

pH, agitacdo e aeragdo, parametros importantes para o crescimento de
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microrganismos (MUSATTI et al., 2017). Entretanto, na FSm a possibilidade de
contaminagdo é maior, devido a alta quantidade de agua, também necessita de
grande espaco fisico para instalagdo dos equipamentos onde sera feita a
fermentacdo, necessita de equipamentos mais complexos, sendo os biorreatores
nao tdo compactos devido ao grande volume de agua, e possui maior custo

operacional e alta demanda de energia (MAHADIK et al., 2002).
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4. METODOLOGIA

4.1. ESTRATEGIA DE PESQUISA

O presente trabalho de revisédo foi desenvolvido no ano de 2021, por meio de
pesquisa bibliografica nas bases de dados online/portais de pesquisa: Scielo
(Scientific Eletronic Library Online), Science Direct e Google Académico. Os artigos
foram selecionados nos ultimos 10 anos, utilizando como palavras-chave “waste
pulp coffee* and “ enzyme”. Foram excluidos trabalhos de revisdo bibliografica,
capitulos de livros, livros, resumos publicados em eventos cientificos, bem como

estudos que ndo identificaram algum dos pontos relevantes para essa revisao.

4.2. SELECAO DOS ARTIGOS

O processo de identificagdo até a inclusdo de artigos neste trabalho foi feito

por meio de cinco fases, descritas abaixo.

4.2.1. Identificagao
Onde foram identificados todos os artigos encontrados nas trés bases de

dados a partir da utilizagdo das palavras chaves para pesquisa.

4.2.2. Rastreamento
Artigos duplicados, ou seja, encontrados em mais de um banco de dados,

foram excluidos.

4.2.3. Elegibilidade

Os artigos foram avaliados de acordo com critérios de elegibilidade: trabalhos
originais que analisaram a producédo de enzimas por meio de residuos de café em
processos de fermentacdo microbiana, publicados em lingua inglesa, espanhola ou
portuguesa entre os anos de 2012 até 2021. Os artigos que ndo se enquadraram

nos critérios foram excluidos.

424. Selegao
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Alguns artigos ainda foram filtrados com base na analise do titulo e resumo,
nao sendo nesses identificados correspondéncias ao tema desta revisdo, foram

excluidos.

425. Inclusao

Na ultima fase, foram excluidos os artigos apés leitura do texto completo e
nao identificacdo de correspondéncia tematica com o da presente revisdo ou falta
de informacgdes relevantes. Os artigos que restaram foram incluidos no banco de

dados.

4.3. ANALISE DE DADOS

Os artigos incluidos foram analisados e agrupados em uma tabela cujos
dados foram extraidos e simplificados em forma de graficos ao longo da sec¢éo de
resultados e discussao, contendo as caracteristicas do processo de producao, bem
como as peculiaridade da fermentagcdo como: tipo de residuo, volume do residuo,
tipo de fermentacado, parametros da fermentagédo, agente fermentador utilizado, tipo
de enzima produzida, autores, ano e pais de origem da publicacdo. Essas
informacgdes foram avaliadas para obtencdo de dados quantitativos através da

utilizagcao de recursos de média e porcentagem numeérica.
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A partir do levantamento bibliografico, seguindo a metodologia de pesquisa

resumida na Figura 3, foram selecionadas 26 publicagcdes sobre a producgédo de

enzimas através de microrganismos por meio de processos fermentativos solidos ou

submersos que utilizaram residuos de café como substrato (Tabela 3).

Figura 3 - Fluxograma da metodologia utilizada para a selecao dos artigos que relataram a produgéo

de enzimas utilizando residuos de café como substrato em processos fermentativos, presentes nos
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Tabela 3 - Caracteristicas do processo fermentativo presentes nos artigos selecionados.
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Autores/Ano Pais Substrato Microrganismo Tipo de Caracteristicas Tipo de
produtor fermentagdo da fermentacgao enzima
produzida
RUSDIANTE Indonési  Polpa Aspergillus sp. FES V: 10g Celulase
et al., 2021. a 2T|: 48h
pH: 5
3T: 30°C
SUNARTO et  Indonési  Polpa Fungo FES V: 10g Celulase
al, 2021. a TI: 96h
pH: 4,5
T: 30°C
HIDAYAH et Indonési  Polpa Aspergillus sp. FES V: 150g Pectinase
al., 2020. a TI: 168h
pH: 5
T. 37°C
ELIDA et al., Indonési  Polpa Aspergillus sp. FES V: 10g Celulase
2020. a TI: 120h
pH: 7
T: 37°C
MUZAKHAR & Indonési  Polpa Aspergillus niger FES V: 5009 a-L-Rham
WINARSA, a TI:120h nosidase
2019. pH: 5
T: 30°C
RAVINDRAN Irlanda Borra Aspergillus niger FES V: 50g Xilanase
et al., 2019. TI: 120h
pH: 5
T: 35°C
KUSUMAATM  Indonési  Polpa Aspergillus sp. FES V: 10g Pectinase
AJA et al., a TI:168h
2021. pH: 4

T: 30°C
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MUZAKHAR Indonési  Polpa Aspergillus niger FES V: 10g Celulase
etal., 2017. a TI: 120h
pH: 5
T: 30°C
FAVARO et al., Brasil Borra Aspergillus niger FES V: 10g a-L-Rham
2020. TI:120h nosidase
pH: 5,5
T: 30°C
MARAVILHA México Polpa Penicillium FES V: 5¢g Xilanase
etal., 2017. citrinum TI: 144h
pH: 5,5
T: 28°C
FROMETA et Espanha Polpa Aspergillus sp. FES V: 5¢g Poligalact
al., 2020. TI:168h uronase
pH: 5,5
T: 45°C
KANDASAMY india Polpa Bacillus sp. FES V: 3g Protease
et al., 2016. TI: 96h
pH: 8
T. 37°C
BHOITE et al., Australia Polpa Penicillium FES V: 10g B-
2013. verrucosum TI: 56h glucosidas
pH: 5,5 e
T: 30°C
PARANI & india Polpa Pleurotus eous  FES V: 10g Peroxidas
EYINI, 2012. TI: 720h e
pH: 5
T: 28°C
PENA-LUCIO, México Polpa Rhizopus oryzae FES V: 500g n-desmetil
E. et al., 2020. TI: 120h ase
pH: 7
T: 30°C
MURTHY & india Polpa; Borra;  Penicillium sp. FES V: 100g Xilanase
NAIDU, 2012. Casca TI: 120h
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pH: 5

T: 30°C
DIAS et al., Brasil Polpa Bacillus subtilis ~ FSm V: 36,89 B-glicosida
2015. TI: 24h se

pH: 3,64

T: 36,6°C
SELVAM et al., india Polpa Acinetobacter FES V: 3g Celulase;
2014. sp. TI: 60h Laminarin

pH: 7 ase;

T. 37°C Xilanase
MATA et al., México Polpa Lentinula FES V: 5009 Arabinofur
2016. edodes TI: 840h anosidase

pH: 5 ; Celulase

T: 25°C
MUZAKHAR, Indonési  Polpa Aspergillus sp. FES V: 5009 Celulase
K., 2019. a TI:120h

pH: 5

T: 30°C
BHOITE et al., Australia Polpa Penicillium FES V: 100g Tanase
2013. verrucosum TI: 144h

pH: 5

T: 30°C
NAVYA & india Casca Rhizopus FES V: 100g Endogluca
PUSHPA, stolonifer TI: 96h nase
2012. pH: 5

T: 30°C
NAVYA et al.,  india Casca Rhizopus FES V: 100g Celulase
2012. stolonifer TI: 99,8h

pH: 5,5

T: 30°C
BHOITE & Australia  Polpa Penicillium FES V: 10g Tanase
MURTHY, verrucosum TI: 96h
2013. pH: 5

T: 30°C




32

RANI & india Casca Gluconacetobact FSm V: 100g Celulase
APPAIAH, er hansenii Tl: 336h
2013. pH: 5

T:. 27°C
SALDANA-ME india Polpa Aspergillus niger FES V: 10g Celulase
NDOZA et al., TI: 120h
2020. pH: 5

T: 30°C

Fonte: Autoral.
"Volume. ?Tempo de Incubacdo. 3Temperatura.
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Do total de publicagbes, o pais com maior numero de publicagdes utilizando o
café como substrato para o processo fermentativo foi a Indonésia, com 30,76% do
total de artigos. Isso poderia ser explicado pelo fato da industria cafeeira da
Indonésia ser a quarta maior do mundo e a terceira maior produtora da variedade
Robusta, uma das principais culturas do pais. A producgao atingiu 35 mil toneladas
em 2019 com previsdo de aumento de 50% a 60% nos proximos 5 anos
(MANDELBAUM, 2019). Além disso, possui uma das maiores areas de cultivo
comercial de café, com 1.229 mil hectares (BRAINER, 2018). Diante desse cenario
de producdo, ha de se constatar que existe consequente geracdo de grandes
quantias de residuos de café, o que pode explicar uma busca, através desses
estudos, de uma solugdo para esses residuos, podendo ser empregados, por
exemplo, em tecnologias de reaproveitamento e valorizagdo, sendo assim, bons
apresentadores de alternativas ambientalmente mais sustentaveis.

Entretanto, esse fato contrasta com o encontrado por Silva et al. (2018), que
em seu trabalho de revisdo levantou ndo a Indonésia, mas o Brasil como sendo o
maior detentor de publicagdes entre os anos de 2006 a 2017, com 49%. Isso mostra
que nos anos anteriores aos estudados nessa revisao, o Brasil detinha o maior
numero de artigos sobre o tema. Entretanto, tal estudo leva em consideragdo a
producdo de enzimas em qualquer tipo de residuo agroindustrial, ndo apenas os
residuos de café, o que pode explicar a discrepancia e alertar para a diversidade de
residuos existentes que podem ser também utilizados em estudos. Além disso, o
segundo maior pais a produzir esse tipo de publicagdo, também encontrado por
Silva et al. (2018), foi a india, com 30,76% do total de artigos, fato que se repetiu no
presente trabalho, onde a india deteve um total de 26,92% das publicacoes,
mostrando que o pais, apesar de ndo possuir as maiores porcentagens, continua
constante e emergente no seu ritmo de publicagdes sobre o tema.

Levando em conta os anos de publicagbes observados nessa revisao, entre
os anos de 2014 a 2017, o numero de artigos encontrados nao foi tdo alto, se
comparado aos anos anteriores (2012 a 2013). Apenas no ano de 2018 nao
houveram artigos sobre a produgédo de enzimas a partir de residuos de café, dentro
do periodo que compreendeu essa revisao (Figura 4). O ano de 2020 apresentou o
maior numero de publicagdes, o que parece demonstrar que, apesar da queda em

2018, as pesquisas sobre o tema podem aumentar ao longo dos anos. Isso pode ser
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corroborado pelo fato das preocupagdes sobre a diminuicdo e destinacdo de
residuos virem se tornando cada vez mais frequentes na tematica sobre o meio

ambiente na sociedade.

Figura 4 - Numero de artigos sobre a produgéo de enzimas microbianas utilizando residuos de café a

partir de processos de fermentagao, entre os anos de 2012 a 2021, de acordo com os dados do

levantamento bibliografico.
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Fonte: Autoral.

Entre os tipos de residuos de café encontrados nos trabalhos, e utilizados
nas fermentacdes, estavam a polpa, borra e a casca do café. Sendo a polpa o mais
largamente utilizado nas pesquisas, o que pode ter como justificativa o fato desse
tipo de residuo possuir uma composigao rica em polimeros complexos, tais como
fibra, além de outros componentes, como carboidratos e proteinas em boas
quantidades, o que a torna eficiente uma fonte eficiente de nutrientes nos processos
fermentativos. Dos 26 artigos selecionados nesta revisao, 76,92% utilizaram a polpa

de café, conforme mostra a Figura 5.

Figura 5 - Proporgéao entre os tipos de residuos de café utilizados nas fermentag¢des para a produgéo

de enzimas microbianas de acordo com o banco de dados.
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A casca e a borra de café ficaram com porcentagens relativamente proximas
uma das outras e discrepantes em relagao a utilizacdo da polpa. Murthy & Naidu
(2012) observaram que a polpa foi o substrato que melhor produziu enzimas do tipo
xilanase (9.475 U/ml), quando comparado com os residuos da casca (5.480 U/ml) e
borra (1.542 U/ml). Fato também corroborado por outros trabalhos que constataram
uma produgcdo maior de enzimas como a laminarinase em polpa (8.00 U/ml) em
comparagao com a producdo de endoglucanase em casca (5.619 U/ml) e protease
em borra (256 U/ml), por exemplo. Isso pode ser explicado pela composi¢éo rica em
fibora bruta presente nesse tipo de residuo, bem como a presenca de outros
compostos nutritivos para os microrganismos que participam dos processos
fermentativos de producdo enzimatica (MATA et al., 2016; NAVYA & PUSHPA,
2012).

Os residuos como café tém ganhado atengcédo em processos fermentativos,
devido também a capacidade de fornecer fontes utilizadas por microorganismos
para producdo de enzimas, como as citadas acima, que degradam polimeros
vegetais complexos, como por exemplo as celulases e xilanases. O residuo de café
pode ter em média 14,60% a 21,48% de fibra bruta a cada 100g, além de que como

residuo apresenta composig¢ao rica em hemicelulose, celulose e lignina (SILVA et al.,
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2007; TAMANINI & HAULY, 2004). As enzimas podem degradar essas substancias
através, por exemplo, de fermentagdes em estado soélido (SALAZAR et al., 2019;
RODRIGUEZ ZUNIGA et al. 2011).

Essas informagdes podem justificar, por exemplo, o fato de enzimas como a
celulase terem sido as enzimas de maior producdo e destaque nos trabalhos
selecionados, apresentando uma porcentagem de ocorréncia de 46,15% nos artigos
(Figura 6). Outras enzimas somaram um total de 34,56%, fato que demonstra a
diversidade desses compostos que vém sendo estudados e produzidos por meio do
residuos de café, como ilustra a Figura 3. Além da capacidade dessas enzimas de
degradar os compostos complexos presentes nos residuos, elas também sao de
grande interesse devido as suas aplicacbes em diferentes setores de industrias de
combustivel, téxtil, de papel, quimica, entre outras, e seu potencial para aplicagao
biotecnolégica (NCUBE et al., 2012).

Figura 6 - Proporgédo entre enzimas produzidas a partir das fermentagdes em residuos de café de

acordo com o banco de dados.
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*Outras: a-L-Rhamnosidase, -mananase, poligalacturonase, protease, peroxidase, n-desmetilase,
laminarinase, tanase, endoglucanase, arabinofuranosidase.

*Alguns artigos produziram mais de um tipo de enzima.
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Do total de trabalhos selecionadas para essa revisdo, os fungos foram os
maiores produtores de enzimas, observados em 76,89% dos trabalhos
selecionados, com destaque para as celulases, tanases, xilanases, B-mananases,
peroxidases, entre outras, utilizando a casca, a borra ou a polpa do residuo de café,
tanto em fermentagbes solidas como em submersas. Enquanto isso, as bactérias
figuraram em 15,38% dos trabalhos, produzindo, especialmente, as enzimas
celulase através de FSm em dois casos e FES em um, utilizando tanto a polpa

como a casca do residuo de café.

Figura 7 - Proporgéo entre as espécies de microrganismos produtores de enzimas sob FES e FSm

nos residuos de café investigados, segundo o banco de dados.
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*Qutros: Acinetobacter sp., Gluconacetobacter hansenii e microrganismos sem espécie definida.

Ha uma grande diversidade microbiana sendo empregada em processos
fermentativos com residuos agroindustriais com o objetivo de produzir enzimas.
Apesar da predominante utilizagdo de fungos para a produgao de enzimas, as
bactérias também foram verificadas como boas produtoras destas. Por exemplo,
Selvam et al. (2014) utilizaram o género Acinetobacter em polpa de café para a
producdo de celulase, obtendo valores de produgdo de 888 U/ml. Assim como
Selvam et al. (2014), outros autores como Rani & Appaiah (2013) e Kandasamy et

al. (2016), também fizeram uso de bactérias como Gluconacetobacter hansenii e
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Bacillus sp. para a produgao de celulases e proteases, respectivamente. Porém,
como pode ser visto na Figura 7, os fungos possuem uma atengao especial e sdo
empregados mais largamente, quando comparados as bactérias. Isso se deve ao
fato desses fungos possuirem caracteristicas fisiolégicas, bioquimicas e enzimaticas
mais adaptaveis as condi¢dbes ambientais, como baixa umidade, crescendo mais
facilmente nos substratos de cultivo (GUO et al., 2018; SANTOS, 2020; ZEN et al.,
2014).

Entre os microrganismos analisados, Aspergillus foi o género mais utilizado
nos artigos, essa grande utilizacdo é devido ao fato de ser considerado como
degradante primario de substancias presentes nos residuos, como a celulose e
lignina, além de serem cosmopolitas, capazes de crescer em diferentes meios e
secretam uma variedade de enzimas de interesse biotecnologico (AGUIAR, 2010;
SANTOS et al., 2020; MALDONADO et al., 2014; CHANGYOQU-SHI et al., 2016).
Aspergillus niger, uma espécie de Aspergillus, foi 0 segundo mais reportado na
presente revisdo e o mais reportado entre os microrganismos estudados e utilizados
para a produgao de enzimas na hidrolise de parede celular vegetal por Rigo et al.
(2021).

Ravindran et al. (2019), Favaro et al. (2020) e Saldofia-mendoza et al. (2020),
utilizaram Aspergillus niger para a produgao xilanase, B-mananase e celulase,
respectivamente. Ja Bhoite et al. (2013), encontraram valores maximo de produgao
de tanases (169,49 U/ml), quando utilizaram o fungo da espécie Penicillium
verrucosum cultivado em FES em 100g de residuo de polpa de café. Em outro
estudo (BHOITE, R. N. & MURTHY, P. S., 2013), o mesmo autor quando variou a
quantidade de substrato de 100g para 10g, encontrou um menor valor de produgao
para a mesma enzima (115,995 U/ml), indicando que o volume do residuo pode ser
um fator de variacdo no resultado final da produgdo, como sera discutido
posteriormente. Nos trabalhos analisados, o valor médio de volume em gramas dos
residuos utilizados foi de 113,712g, bem préximo ao valor de melhor produgao
verificado por Bhoite et al. (2013), porém a maior parte dos artigos (37,03%) utilizou
um valor fixo de 10g de substrato. Por exemplo, Favaro et al. (2020), quando
utilizaram 10g de borra de café, obtiveram produgdo de 96,7 U/ ml da enzima
B-mananase. Assim, verifica-se que a quantidade de substrato a ser utilizado nas
fermentagcdes deve ser analisada como um fator relevante de variagdo nas

fermentag¢des quando se deseja obter valores maximos de produgéo.
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A FES esteve presente em 92,59% dos artigos escolhidos, a grande
ocorréncia pode ser explicada pelo fato da FES ser mais amplamente utilizada para
producédo de enzimas utilizando residuos agroindustriais solidos, como os residuos
de café, afinal se utiliza de substratos sélidos para formacgao de sua matriz (AITA et
al., 2019). Além disso, apresenta diversas caracteristicas vantajosas que tornam o
processo facilitado e adaptavel ao microorganismo, baixo custo, visto que ha a
possibilidade de uso de residuos, e alta producdao de biocompostos, quando
comparada com FSm (SANTOS et al., 2020; SILVA et al., 2018; SINGHANIA et al.,
2010; PIROTA et al., 2015). Ja a FSm representou 7,40% das publicagdes, apesar
das vantagens da FES e sua grande utilizagcdo, a FSm também é responsavel por
produzir diferentes tipos de enzimas de interesse industrial (SANTOS, 2007).
Sendo, segundo Rodriguez Zudica et al. (2011), utilizada em 90% dos processos de
produgdo de enzimas industriais. Esse processo pode ser o mais utilizado em
escala industrial devido a possuir maior facilidade no controle dos parametros
fisico-quimicos como pH, temperatura e agitagdo, e maior capacidade de
recuperacao das enzimas apos o processo fermentativo (SILVA et al., 2020).

A eficiéncia de ambos os processos fermentativos envolve boas escolhas
desde o substrato até o controle de parametros do processo para uma produgao
eficiente do produto final. Além da escolha do substrato, pardmetros fisico-quimicos
ditam os resultados finais, por isso sdo necessarias adequagdes desses. Nessa
revisdo, foram observados quatro parametros utilizados durante o processo
fermentativo: tempo de fermentagao, volume de residuo, pH e temperatura e sua
possivel influéncia sobre a produc¢ao final de enzimas.

O tempo de fermentagao foi um parametro avaliado nos artigos selecionados
como fator importante no desenvolvimento da fermentacdo. A média de horas
utilizadas no processo fermentativo foi de aproximadamente 170h, sendo 120h um
tempo observado em um numero consideravel de artigos. Por exemplo, Frometa et
al. (2017) observaram que o tempo ideal de fermentacdo para produgdo de
poligalacturonase por Aspergillus sp. foi de 168h. Enquanto que Muzakhar et al.
(2017) verificaram que 120h foi o suficiente para a produgéo de celulase utilizando o
mesmo fungo. Esse tempo de fermentagdo deve ser analisado porque se relaciona
diretamente com o esgotamento nutricional do substrato, o que implica na redugao
do metabolismo microbiano, tornando inviavel a conversao da biomassa em produto

e, por fim, reduzindo a producédo das enzimas de interesse (SANTOS et al., 2013).
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E, como dito em paragrafos anteriores, o volume do substrato é também & um
parametro que pode influenciar no processo fermentativo, por exemplo, quando
Bhoite et al. (2013) variaram, em estudos diferentes, a quantidade de substrato de
polpa de café de 100g para 10g, acabaram encontrando um menor valor de
produgdo para a enzima tanase, indo de 169,49 U/ml no primeiro estudo com 100g,
para 115,995 U/ml no segundo, indicando que o volume do residuo foi um fator de
variagao no resultado final da producédo (BHOITE & MURTHY, 2013).

Ademais, o pH é outro pardmetro consideravel que pode influenciar no
transporte de componentes importantes através das membranas das células
(KAPOOR et al, 2008), podendo induzir alteragbes morfologicas nos
microrganismos e interferir na estabilidade das enzimas. O que demonstra que esse
seria um parametro interessante para se manipular, visando a otimizagdo da
producao durante o processo fermentativo (MRUDULA & MURUGAMMAL, 2011). A
meédia do valor de pH nos trabalhos analisados foi de cerca de 5, o que torna o meio
levemente acido, caracteristica vantajosa devido ao fato de que grande parte dos
processos biotecnoldgicos ocorrem em pH éacidos (JUNIOR et al., 2021). Por outro
lado, a temperatura se relaciona com o transporte de massa e transferéncia de
oxigénio através do substrato (WANG & YANG, 2007), sendo encontrado nas
publicacdes selecionadas uma média de cerca de 33°C para os processos de
fermentacdo. Essa temperatura proxima da temperatura ambiente pode indicar a
intencdo de simular as condigdes naturais e originais que muitos dos
microrganismos vivem e se encontram, objetivando uma melhor adaptacédo e
consequente eficiente producdo enzimatica (SANTOS et al., 2020; SILVA et al.,
2018). A termoestabilidade é uma interessante propriedade das enzimas utilizadas
em processos biotecnolégicos (RAY, 2010). Em ensaios de hidroélise, por exemplo,
as enzimas termoestaveis apresentam varias vantagens, como atividade especifica
mais elevada, o que causa a diminuigdo na quantidade da carga enzimatica utilizada
no processo, conferindo maior estabilidade e podendo alongar o tempo da hidrdlise,
permitindo assim o aumento da flexibilidade de variagcbes ao longo do processo
(VIIKARI et al., 2007)
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6. CONCLUSAO

Por fim, através do banco de dados formado nesta revisao péde-se observar
que a Indonésia foi o principal pais onde as publicacbes sobre a produgao de
enzimas a partir de residuos de café foram desenvolvidas na ultima década.
Ademais, a polpa foi o residuo de café mais amplamente utilizado e processos
fermentativos solidos os mais empregados. De maneira geral, a celulase foi a
enzima obtida com maior frequéncia nas FES, mas houve grande variedade de
outras enzimas também produzidas, o fungo Aspergillus foi o agente biolégico mais
usado nessas fermentacdes. Parametros desse processo, como volume do residuo,
tempo de fermentacio, pH e temperatura foram aspectos de consideravel influéncia
no resultado final da producao enzimatica e devem ser analisados a fim de tornar o
processo mais eficiente. A utilizacdo dos residuos de café para a obtengao de
enzimas através de processos fermentativos sélidos conduzidos por fungos
apresenta crescente ascensdo como rota biotecnolégica alternativa e viavel,
representando uma contribuigcdo cientifica em diversas areas onde essas serao
empregadas, porém necessita de maiores experimentagdes para que O processo
seja conduzido da melhor maneira possivel e com isso venha a ser mais utilizado
em escala industrial. O que contribuira com a producdo de enzimas por meios mais
econdmicos, minimizando altos custos atuais de produg¢ao das mesmas, além de ser
uma alternativa para o descarte dos residuos, o que vem a ser uma forma de
diminuir o impacto ambiental que os mesmos teriam se caso fossem descartados no
meio ambiente. Além da agregagéo de valor a matérias primas naturais abundantes

como o residuo de café que, até entdo, ndo eram aproveitadas.
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