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RESUMO

O aumento da demanda global de alimentos, impulsionado pelo crescimento da
populagao, tem levado o Brasil a adotar o uso extensivo de fertilizantes minerais,
resultando em impactos ambientais e riscos a saude humana. A geragao de residuos
agroindustriais € um problema para o Brasil, devido sua grande produc¢ao, ja que
esses residuos oferecem risco ao meio ambiente e a saude humana. Os
biofertilizantes podem ser utilizados para aumentar a produtividade de culturas
agricolas, diminuindo a necessidade de aplicagcdo de fertilizantes minerais.
Residuos lignocelulésicos representam uma grande parcela dos residuos
agroindustrais no Brasil, e 0 seu processo de compostagem € lento devido a
complexidade desses compostos. Dentro desse contexto, o objetivo desse trabalho
foi realizar a prospecgéo de fungos produtores de celulases para desenvolver um
consorcio acelerador de compostagem de residuos agroindustriais visando a
elaboragdo de um produto, bem como a elaboragdo de um plano de negdcios para
um produto baseado nesse consorcio.Para isso, foi feito cultivo de isolados fugicos
em meios de cultura liquido com farelo de trigo como unica fonte de carbono e a
partir dos sobrenanadantes dos cultivos foram feitas analises de atividade celulasica
total. A partir dessas analises, foram escolhidos dois isolados, EIRA 2 e EIRA 6 que
apresentaram atividade celulasica de 0,0541 U/mL e 0,0510 U/mL. Apds isso, foram
feito um ensaio de antagonismo in vitro com esses dois isolados, onde n&o foi
observado atividade antagonista. Os isolados EIRA 2 e EIRA 6 se apresentaram
como potenciais aceleradores de compostagem, porém é necessario verificar o seu
potencial patogénico para plantas e para humanos. O plano de negdcios elaborado
comprovou a importancia do produto por meio do estudo do mercado e o proximo

passo sera o desenvolvimento de um Minimo Produto Viavel.

Palavras-chave: Biotecnologia, Microbiologia, Empreendedorismo, Gestdo de

Residuos, Residuos lignocelulésicos.



ABSTRACT

The increase in global demand for food, driven by population growth, has led Brazil to
adopt the extensive use of mineral fertilizers, resulting in environmental impacts and
risks to human health. The generation of agro-industrial waste is a problem for Brazil
due to its large production, as these residues pose a risk to the environment and
human health. Biofertilizers can be used to increase the productivity of agricultural
crops, reducing the need for mineral fertilizers. Lignocellulosic residues represent a
significant portion of agro-industrial waste in Brazil, and their composting process is
slow due to the complexity of these compounds. Within this context, the objective of
this work was to prospect cellulase-producing fungi to develop a composting
accelerator consortium for agro-industrial waste, aiming to create a product.
Additionally, a business plan for a product based on this consortium was developed.
For this purpose, fungal isolates were cultivated in liquid culture media with wheat bran
as the sole carbon source. Analyses of total cellulase activity were performed on the
culture supernatants. Based on these analyses, two isolates, EIRA 2 and EIRA 6, were
selected, showing cellulase activity of 0.0541 U/mL and 0.0510 U/mL, respectively.
Subsequently, an in vitro antagonism assay was conducted with these two isolates,
where no antagonistic activity was observed. Isolates EIRA 2 and EIRA 6 appeared as
potential composting accelerators, but it is necessary to assess their potential
pathogenicity to plants and humans. The business plan confirmed the importance of
the product through market research, and the next step will be the development of a

Minimum Viable Product.

Keywords: Biotechnology, Microbiology, Entrepreneurship, Waste Management,

Lignocellulosic waste.
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1 INTRODUGAO

A demanda global por alimentos, impulsionada pelo crescimento populacional
destaca a necessidade do aumento da produtividade agricola, Para tanto, o Brasil
tem feito o uso extensivo de fertilizantes minerais, resultando em graves impactos
ambientais e riscos para saude humana, incluindo eutrofizacdo de rios e
contaminagdo por metais pesados (CHANDRAJITH; DISSANAYAKE, 2009;
FERNANDES, 2022; REETZ, 2016).

Nesse contexto, os biofertilizantes surgem como uma alternativa sustentavel,
promovendo produtividade e saude do solo de maneira menos prejudicial ao meio
ambiente e a saude humana. O uso de residuos como biofertilizantes mostrou-se
eficaz na agricultura, dentre eles, os produtos do processo de compostagem (DU
JARDIN, 2015; YAKHIN et al.,2017).

O setor agroindustrial brasileiro, apesar de sua importancia econdmica,
enfrenta desafios relacionados a gestao de residuos, tais como cascas, bagacgos e
estercos, que sdo gerados em quantidades expressivas (OLIVEIRA, 2014,
SCHNEIDER, et al., 2012).

Desta forma, a gestdo eficiente desses residuos é indispensavel para o
enfrenteamento dos desafios socioecémicos e ambientais atrelados a essa
problematica, visto que a incorreta disposicado desses compostos esta ligada a
poluicdo de corpos de agua e do solo, disseminagdo de doengas e geracédo de
odores desagradaveis.

Além disso, a correta gestdo desses residuos esta diretamente relacionada a
legislagbes ambientais, tais como a Politica Nacional de Residuos Sdlidos
(Lei 12.305/2010 de 2 de agosto de 2010), que estabele diretrizes ao gerenciamento
de residuos, e politicas internacionais, tais como os Objetivos do Desenvolvimento
Sustentavel (ODS).

Diante desse cenario, a compostagem surge como uma valiosa alternativa na
gestdo de residuos agroindustriais, sendo um meétodo utilizado desde os tempos
antigos. A compostagem permite a redugcdo do volume de residuos e fornece o
composto, produto humico adquirido apds o processo de compostagem, rico em
compostos organicos capazes de aumentar a produtividade do solo (DEBERNARDI-
VAZQUEZ; AGUILAR-RIVERA; NUNEZ-PASTRANA, 2020).
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Os residuos lignocelulésicos, como cascas, bagacgos e folhas, representam
uma grande parcela dos residuos agroindustriais. Esses residuos, compostos
principalmente por celulose, hemicelulose e lignina, sdo extremamente abundantes
na natureza. Entretanto a compostagem desses residuos é lenta, devido a
complexidade dos seu constituintes, criando assim um gargalo para a exploragao
comercial do tratamento desses residuos. (GALINDO, 2016; ZHANG et al., 2022).

A degradacdao da celulose, componente dominante dos residuos
lignoceluldsicos € realizada por celulases, enzimas que hidrolizam esse polimero.
Os fungos tem um papel muito importante na produgcédo dessas enzimas, podendo
ser usados como inoculos, visando a bioaumentagdo de microrganismos
degradadores de celulases e a consequente aceleragdo do processo de
compostagem de residuos lignocelulosicos (IMRAN et al., 2016).

Dentro desse contexto, o presente trabalho buscou o desenvolvimento de um
consorcio de fungos acelerador de degradagao de residuos agroindustriais, por meio
de um screening de microrganismos produtores de celulase. Além disso, foi
elaborado um plano de negdcios inical para o desenvolvimento de um produto a partir

desse consorcio.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Residuos Organicos

Residuo se refere a qualquer material sélido, liquido ou gasoso que é rejeitado
e eliminado pelo seu proprietario, pelo fato de ele ser considerado indesejavel e/ ou
desprezavel (SEADON, 2006).

O Brasil, sendo uma das maiores nagbes do mundo, produz, anualmente,
grandes volumes de material organico. Nas zonas urbanas, esses residuos podem
ser manifestados na forma de residuo sélido ou em lodo de esgoto, além dos
provenientes da manutengao de areas verdes. Ja os setores da agroindustria e da
agropecuaria produzem residuos na forma de cama de frango, dejetos, sobras de
ragao, cascas, palhas, sabugos e etc (GOMES, 2021).

2.2 A agroindustria no Brasil

O setor agroindustrial tem como objetivo principal a obtengdo de alimentos e
fibras, sendo formado pela integracéo das atividades de criagdo de animais, cultivo
agrario, beneficiamento desses produtos e suas transformacgdes, além da produgao
de bens industriais destinados a agropecuaria (OLIVEIRA, 2014).

O agronegocio é um componente crucial para o crescimento econdémico
brasileiro. Em 2020, o total de bens e servigos gerados pelo agronegdécio chegou ao
patamar de R$ 1,98 trilhdo, que representa 27% do Produto Interno Bruto do Brasil.
Dentro desse cenario, o setor agricola detém a maior fatia, representando 70% do
PIB, o equivalente a R$ 1,38 trilhdo, enquanto a pecuaria contribui com os outros 30%,
ou seja, R$ 602,3 bilhdes (CNA, 2021a).

Grande parte das exportagdes brasileiras também sdo oriundas do
agronegocio. Em 2020, os produtos do agronegocio representaram 48% das
exportagcdes brasileiras. Aléem disso, desde 2010, o agronegdcio tem sido o
responsavel por assegurar sucessivos superavits para a balanga comerial brasileira,
pelo fato desse setor estar constantemente ultrapassando o déficit comercial de outros

setores das economia nacional, como mostra na Figura 1 (CNA, 2021b).
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Figura 1 - Resultado da Balanga Comercial Brasileira de 2010 a 2020 (em US$
bilhdes)

91,8 -89.9

Fonte: (CNA, 2021b)

2.3 Uso de fertilizantes minerais no Brasil

A poulagdo mundial continua a crescer de maneira constante, resultando em
uma demanda cada vez mais crescente por alimentos. Proje¢cdes apontam que a
populagao global atingira 9 bilhdes de habitantes até 2050. Dessa forma, a producéo
de alimentos precisara aumentar em 60%, comparada os patamares alcancados em
2005/2007, para atender a demanda alimentar dessa populagdo mundial futura
(REETZ, 2016).

A agriculcutura tem como base fundamental o solo, que oferece suporte para a
producdo de alimentos, ja que é nele que quase todas as plantas produtoras e
alimentos crescem. Estima-se que 95% da alimentagao mundial seja produzida direta
ou indiretamente nos solos e para que seja alcangado a producao desejada para
sustentar a grande demanda global, frequentemente € necessario aplicar mais
nutrientes do que o solo naturalmente oferece (REETZ, 2016; FAO, 2015). Entretanto,
a crescente itensificacdo da atividade humana tem resultado em uma retirada de
nutrientes do solo que n&o sao devolvidos na mesma proporgao, levando a perda de
matéria organica, degradagao do solo e esgotamento de seus nutrientes (DIACONO;
MONTEMURRO, 2010; HERNANI; KURIHARA; SILVA, 1999; SHELDRICK; SYERS;
LINGARD, 2002).

A maior parte dos solos usados para cultivo no Brasil apresentam

caracteristicas tipicas das regides tropicais, tais como: acidez, profundidade, alto grau
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de intemperismo, baixa disponibilidade de nutrientes e elevada acidez trocavel
(MANZATTO; JUNIOR; PERES, 2002). Portanto, torna-se essencial o emprego de
praticas de fertilizacdo e correcao desses solos para adequa-los ao desenvolvimento
das culturas desejadas, garantindo, dessa forma, o fornecimento dos nutrientes
necessarios para o seu crescimento (GONCALVES et al., 2014).

O uso de fertilzantes minerais tem sido usado pelo Brasil e por outras nagdes
como alternativa para o aumento da produtividade agricola, eles surgiram no periodo
da Revolugao Industrial e tem contribuido no atendimento da crescente demanda
mundal por alimentos (ERISMAN et al., 2008). O grupo formado pela China, india,
Estados Unidos e Brasil lidera o consumo mundial de fertilizantes minerais, sendo
responsaveis, juntos, por 58% do consumo global (FERNANDES, 2022).

Os fertilizantes minerais contribuem para uma maior produtividade, porém, eles
estdo relacionados a impactos ambientais como eutrofizagdo de aguas e degradagao
do solo, além de impactos para a saude humana (CHANDRAJITH; DISSANAYAKE,
2009; CHEN, 2006).

Os fertilizantes nitrogenados, por exemplo, causam prejuizos ao meio ambiente
quando o nitrogénio é perdido apos sua aplicagdo. A conversdo da amdénia em nitrato
e a perda do mesmo por lixiviagdo leva a eutrofizacdo de aguas marinhas e
acidificacado de solos. Esta acidificagao leva a redugao da disponibilidade de alguns
nutrientes essenciais, provocando também a liberacdo de elementos toxicos, tais
como o aluminio, levando a diminuicdo da produtividade agricola. Além disso, a
amonia, quando volatilizada, resulta na formacao de sulfato de aménio, que contribui
para a acidificacdo do solo. Ja as perdas de nitrogénio por desnitrificagdo podem
contribuir para o aumento do efeito estufa, se o produto final do processo for o 6xido
nitroso (FERNANDES, 2022).

Os fertilizantes fosfatados, por sua vez, podem conter metais téxicos, advindos
de suas fontes e de seu processo de produgao. Metais pesados encontrados em
fertilizantes fosfatados, tais como o cadmio, urénio, mercurio, chumbo e crémio,
contaminam os solos, os lengdis freaticos e sdo absorvidos pelos tecidos vegetais.
Dessa forma, esses metais pesados podem ser absorvidos pelo corpo humano, pela
ingestdo de agua ou alimentos contaminados (CHANDRAJITH; DISSANAYAKE,
2009).

Nesse contexto, os biofertilizantes organicos sao uma alternativa frente aos

desafios de uma agricultura sustentavel, pois reduzem significativamente a
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necessidade de fertilizantes minerais, que s&o danosos ao meio ambiente (DU
JARDIN, 2015).

2.4 A geragao de residuos do setor agroindustrial brasileiro

O Brasil destaca-se como um dos principais produtores agroindustriais do
mundo, 0 que, por sua vez, implica em uma alta producao de residuos. No setor
agroindustrial, sdo gerados diversos residuos tais como cascas, bagacgos, palhas
agricolas, estercos bovinos, suinos e de aviario, além de lodos provenientes de
estacdes de tratamento de efluentes (SCHNEIDER, et al. 2012).

A perda de produtos agricolas é evidente em varias fases da cadeia produtiva,
comecgando pela colheita (cerca de 10%), seguida pelos estagios de transporte e
industrializagdo (totalizando 50%) e ainda durante o preparo de alimentos na zona
doméstica (10% do desperdicio). Em suma, estima-se que a eficiéncia no
aproveitamento de matérias primas vegetais nao ultrapasse 85%, resultando em
residuos na ordem de 30 a 40% (RORIZ, 2012).

Diante desse panorama, um dos grandes desafios da sociedade € a busca por
alternativas de tratamento para os residuos produzidos pela agroindustria. Esse
esforco n&do apenas visa cumprir as normas ambientais vigentes, mas também
promover a preservacao dos ecossistemas. A acumulacao desordenada de residuos
organicos no ambiente e o tratamento ndo adequado deles, pode resultar na poluigdo
de corpos de agua e do solo, além de contribuir para a disseminagado de doengas e
geracao de odores desagradaveis (OLIVEIRA, 2014).

Os residuos agroindustriais, quando gerenciados de maneira eficiente e
correta, ndo apenas apresentam potencial de serem reutilizados e reaproveitados em
diversos sistemas, mas também podem resultar na geragéo de receitas paralelas. O
aumento do custo de fertilzantes comerciais e a crescente preocupagdo com a
preservacgao dos solos, ecossistemas e fontes de agua, fazem com que o uso desses
residuos seja considerado como uma alternativa atrativa, pelo fato desta pratica
proporcionar a destinag&o correta dos residuos produzidos pelas agroindustrias e os
mesmos conterem nutrientes importantes e que podem ser utilizados como
fertilizantes (PARDINHO, 2018).

Desta forma, apesar de muitos residuos agroindustriais possuirem potencial

poluente, & essencial ndo categoriza-los simplesmente como lixo, pelo contrario,
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devem ser valorizados devido ao seu potencial valor econdmico agregado (SILVA,
2007).

A correta gestdo e o aproveitamento de residuos esta associada a Lei
12.305/2010, a Politica Nacional de Residuos Solidos, que preconiza a
responsabilidade compartilhada, a logistica reversa, a prevengdo na geracédo de
residuos e a destinacdo ambientalmente adequada de residuos.

Além disso, a gestao dos residuos agroindustriais no Brasil, um dos maiores
produtores do setor no mundo, também esta intriscicamente vinculada a varias metas
dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS). Abaixo, na Figura 2, esta

apresentado essa relacio.

Figura 2 - Relagao entre a gestao de residuos agroindustriais no Brasil e as ODS
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Fonte: Autor

Portanto, a reutilizagdo dos residuos soélidos agroindustriais emerge como uma
alternativa viavel e promissora para mitigar ou eliminar os consequentes impactos
ambientais causados pela inadequada gestdo desses compostos. Esta tendéncia, que

estd em expansao continua, encontra suporte em diversas técnicas disponiveis para



19

a reciclagem ou transformacao desses residuos, entre elas, a compostagem (SILVA,
2007).

Diversos biofertilizantes derivados de residuos ou matéria orgéanica bruta
mostram-se eficazes na agricultura, entre eles, os produtos da compostagem
(YAKHIN et al., 2017).

2.5 Compostagem

A compostagem nao se trata de uma técnica nova, tendo sido aplicada ao longo
da histéria como um forma de retornar aos solos os nutrientes absorvidos pelas
plantas cultivadas neles (OLIVEIRA, 2014).

Desde o estabelecimento dos primeiros assentamentos pelos humanos no
periodo Neolitico, é praticado o armazenamento de residuos orgénicos urbanos para
posterior aplicagdo em campos agricolas. As primeiras referéncias escritas sobre
compostagem podem ser encontradas em documentos chineses escritos ha mais
6000. As primeiras civilizacgdes na América do Sul, india, China e Japao, ja
armazenavam residuos da agricultura em pogos ou amontoados por longos periodos,
visando a correg¢ao das propriedades fisicas e quimicas do solo (DIAZ; DE BERTOLDI,
2007; STENTIFORD; SANCHEZ-MONEDERO, 2016).

No periodo da ldade Média ja existia a pratica do uso da compostagem para
recuperacao de solos pobres e degradados. No periodo das Cruzadas, quando os
mulgumanos ocuparam lugares sagrados na Palestina, os Templarios se
estabeleceram na Espanha e no sul da Franga. Eles alugavam fazendas que haviam
sido devastadas pelos mulgumanos durante sua retirada e que ndo eram cultivadas a
muito tempo. Existem documentos dos Templarios que mostram técnicas bem
explicadas de como usar a compostagem para recuperar a fertilidade em solos aridos
e esgotados. E interessante que mesmo com o pouco, ou nenhum, conhecimento
cientifico sobre microbiologia e quimica naquela época ja se entendia a aplicagao da
compostagem como forma de devolver matéria organica ao solo e recuperar zonas
devastadas (DIAZ; DE BERTOLDI, 2007).

A compostagem representa uma técnica economicamente acessivel de
decomposicao bioldgica, constituindo uma abordagem alternativa eficaz na gestéao
residuos agricolas. Essa pratica é reconhecida por sua sustentabilidade ambiental e

alta adequagdo agronémica, uma vez que o composto resultante do processo nao
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apenas se configura como um fertilizante natural e orgénico, mas também possui até
mesmo capacidade de recuperar e remediar solos pobres e contaminados (AL-ALAWI
et al., 2019; COGGER et al., 2008; KARAK et al., 2013).

Esse método compartilha semelhangcas com os processos naturais presentes
em diversos ecossistemas, tais como pantanos e pastagens, nos quais a matéria
organcia passa por um processo de degradagao realizado por uma variedade de
microrganismos (CARVALHO et al., 2013).

Desta forma, a compostagem representa uma integragcdo harmoniosa entre as
forgas naturais de decomposigdo com o manejo feito pelo homem, que mantém as
condigdes controladas do processo, visando a conversédo de residuos organicos em
um biofertilizante alternativo aos fertilzantes quimicos. Esse processo implica na
aceleragcédo da degradacao dos constituintes organicos presentes em subprodutos e
rejeitos, conduzida por microrganismos termofilicos e mesofilicos. O desfecho desse
processo € a obteng&do de um produto final estabilizado, maduro, sem odor, higiénico
e livre de patdgenos, rico em substancias humicas com propriedades ideiais para
aumentar a capacidade produtiva, a fertilidade e a qualidade dos solos (CARVALHO
et al., 2013; DEBERNARDI-VAZQUEZ; AGUILAR-RIVERA; NUNEZ-PASTRANA,
2020; RAZA; AHMAD, 2016).

A pratica da compostagem de residuos agroindustriais e a aplicagcdo do
composto no solo tem varias vantagens como a diminuigdo do peso e volume de
residuos, fornecimento de matéria organica humificada, minerais e consorcios
microbianos benéficos associados ao saude e crescimento de plantas, vigor
vegetativo e produtividade do solo, diminuindo assim, o uso de fertilizantes sintéticos.
Durante o processo de compostagem pode ocorrer também a morte de
microrganismos patogénicos presentes nos residuos. Além disso, a aplicagdo do
composto nos cultivos pode aumentar os niveis de carbono organico e a capacidade
de retencdo de agua do solos, revitalizar solos pobres e biorremediar solos
contaminados por metais pesados (AZIM et al., 2018; CORATO, 2020; KULCU;
YALDIZ, 2014; NKWACHUKWU et al., 2013).

2.6 Residuos Lignocelulésicos

Os residuos agroindustriais verdes, tais como bagacos, folhas e cascas, sao

um dos principais tipos de residuos agroindustriais e sdo compostos por trés
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polimeros: celulose, hemicelulose e lignina, sendo a celulose o polimero presente em
maior quantidade nos tecidos vegetais (GALINDO, 2016; PEREIRA, 2016).

As matérias primas lignocelulasicas, assim como os celulésicos, merecem
destaque dentre os residuos orgéanicos, pois sdo as fontes renovaveis mais
abundantes encontradas na natureza, sendo compreendidas, principalmente, pelos
residuos agroindustriais e urbanos. Os residuos agroindustriais sdo obtidos apds o
processamento de matérias-primas e embora sejam vistos, muitas vezes como lixo,
eles sdo materias com valor agregado e o Brasil € um dos grandes geradores desse
tipo de residuo (CASTRO; PEREIRA JR, 2010; LEAL; WALTER; SEABRA, 2020).

Embora a compostagem seja uma 6tima opgéo para fertilizagao e tratamento
de residuos verdes, ela possui uma grande limitagao, que € o tempo necessario para
obter um composto organico seguro para aplicagdo no solo, sem causar danos as
plantas, podendo durar, em média 60 dias. Isso se deve a abundéancia de lignocelulose
presente nesses residuos, fazendo com que o processo de compostagem demande
longo periodo, criando um gargalo e resultando no n&o aproveitamento de parte do
residuo (ZHANG et al., 2022; ZAINUDIN et al., 2022). Nesse sentido, a aceleragéo da
conversdo da lignocelulose em humus revela-se como o elemento-chave para a
completa maturagdo do composto. Para tal, a degradagao da lignocelulose durante a
compostagem de residuos verdes requer a colaboragéo sinérgica de microorganismos
(ZHANG et al. ,2022).

2.6.1 Celulose

A parede celular primaria das células vegetais é formada por microfibrilas de
celulose, que vai sendo depositada a medida que a parede vai crescendo, ja a parede
celular secundaria € composta, principalmente por celulose e lignina. Dessa forma,
dentro da parede celular, o composto mais abundante € a celulose, correspondendo
a 40 a 45% do peso seco de plantas (FENGEL; WEGENER, 1989; PEREIRA, 2016).

A composicdo da celulose é caractetizada por uma estrutura linear e nao
ramificada, esse homo polissacarideo é formado pela polimerizacdo de 4000 a 15000
unidades de glicose interligadas por ligagdes glicosidicas do tipo 3-(1—4). Cada par
de glicose é definida como celobiose, dessa forma, dessa forma, pode-se dizer que o
polimero conhecido como celulose € composto por unidades de celobiose que se
repetem de forma consistente, como mostra na Figura 3 (HARGREAVES, 2008;
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PEREIRA, 2016).

Figura 3 - estrutura molecular da celulose, formada por unidades de celobiose
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Fonte: (HARGREAVES, 2008)

A degradacdo da celulose pode ser realizada por enzimas celuloliticas e a
capacidade do substrato de resistir a essa degradacéao, ou hidrélise, € determinada
pela combinacéo do grau de polimerizagao e do indice de cristalinidade de cada fibra
de celulose. Além disso, a resisténcia da celulose € mantida por meio de incontaveis
pontes de hidrogénio, de forma intra e extramolecular (HARGREAVES, 2008).

2.6.2 Microrganismos produtores de celulases e aceleragdo do processo de
compostagem de residuos celulésicos

Por meio da compostagem, residuos organicos sdo degradados por meio da
atividade de diversos microrganismos, como bactérias, actinobactérias e fungos,
desta forma, a inoculagdo de microrganismos, visando a bioaumentacéo de espécies
eficazes na degradacéao de residuos se apresenta uma alternativa para a aceleragao
do processo de compostagem (GOMES, 2021; RESSETTI; CAMPOS, 2020).

A inoculacdo de microrganismos em processos de compostagem pode acelerar
0 processo, como observado no trabalho de YEOH et. al. (2011), onde foi usado um
in6culo de isolados dos géneros Agromonas, Aspergillus, Azotobacter, Bacillus,
Cellulomonas, Chaetomium, Clostridium, Coprinus, Microbispora, Penicillium,
Pseudomonas, Thermoactinomyces, Trichoderma e Trichurus para aceleragdo do
processo de compostagem de residuos do processamento de 6leo de palma. Os
in6culos foram capazes de reduzir o processo em cinco semanas, ja no caso do grupo
que nao recebeu indéculo, o processo durou nove semanas.

As celulases sao um grupo de enzimas capazes de hidrolizar a celulose, esssas

enzimas sao produzidas, principalmente por fungos e bactérias. Para a quebra da
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celulose, é necessario varias enzimas do tipo celulase, ou seja, um complexo
enzimatico desse grupo. No caso dos fungos filamentosos, esse processo &€ composto
por trés grupos: as endoglucanases, as exoglucanases e as [-glucosidases
(HARGREAVES, 2008).

Diante do cenario de aceleragdo de compostagem de residuos verdes, 0s
fungos tém um papel crucial, podendo até mesmo ser mais importantes do que as
bactérias. Dentre os microrganismos produtores de celulases, os fungos sdo os mais
estudados, se destacando como aqueles com a maior capacidade de produzir
quantidades elevadas de celulases em comparagdo com outros microrganimsmos.
Além disso, os fungos filamentosos tem a capacidade de produzir esporos
prolificamente, que podem de dispersar de forma facil e rapida sobre os substratos
(IMRAN et al., 2016; IRAWAN et al., 2023; KAUSAR et al., 2010).

Desta forma, a selegcédo de fungos produtores de celulases se apresenta como
uma oportunidade para o desenvolvimento de aceleradores de compostagem, se
inserindo como uma possibilidade para resolver o desafio da gestdo de residuos
verdes, e concomitantemente, oferencendo um opcao aos fertilizantes comerciais, em

especial, os minerais.
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3 OBJETIVO
3.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade celulolitica de fungos regionais objetivando o
desenvolvimento de um consorcio para a criagdo de um produto biotecnoldgico capaz
de acelerar o processo de compostagem de residuos, em especial, o0s
lignocelulasicos, bem como, a elaboragao do plano de negdcios desse produto. Nesse
trabalho, o foco inicial foi em identificar fungos capazes de degradar a fragao
celulésica do residuos lignocelulasicos.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliagcado da atividade celulolitica de fungos isolados da caatinga obtidos da
colecao de fungos do Laboratério de Ecologia Microbiana e Biotecnologia, da
Universidade Federal do Ceara;

e Selecdo dos isolados com maior atividade celulolitica;

e Avaliacdo de compatibilidade entre os fungos selecionados para a montagem
de um consorcio;

e Desenvolvimento de um plano de negdcios inical de um produto acelerador de

compostagem formado pelo consércio selecionado.
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4 METODOLOGIA

4.1 Pré-selegao de microrganismos

Inicialmente, foi realizado uma revisdo bibliografica buscando identificar
géneros fungicos relevantes na produgao de celulases e estabelecer uma conexao
entre os dados encontrados na literatura e os fungos presentes na colegao de fungos
da caatinga cearense do Laboratdrio de Ecologia Microbiana e Biotecnologia
(Lembiotech) da Universidade Federal do Ceara.

A partir da analise da literatura existente a cerca do tema, foram selecionados

sete isolados, como mostrado na Tabela 1.

Tabela 1 - Relag&o entre os fungos da Colegdo de Microrganismos do Lembiotech e
0s géneros de fungos relevantes na producao de celulases encontrados na literatura

Isolado Identificagcao Referéncias
(GAO et al., 2008; KUHAD et al.,
Aspergillus spp. 2016; SINGHANIA et al., 2013;
YADAV et al., 2022)

(KUHAD; GUPTA; SINGH, 2011,
VAISHNAV et al., 2018)

EIRA 1, EIRA 2, EIRA 5,
EIRA 6, NIRA 2 E DIRA9

DIRA 5 Penicillium spp.

Fonte: Autor

Os isolados selecionados foram adquiridas a partir de amostras coletadas, em
maio de 2018, em areas da fazenda Aroeira, localizada na cidade de Iraucuba, Ceara,
Brasil (3.7476° S, 39.7827° O). Segundo dados de 2016 do Centro de Gestao e
Estudos Estratégicos (CGEE), a zona de Irauguba é considerada um dos nucleos de
desertificagcdo mais graves do pais. A colecdo DIRA é composta por fungos isolados
de zona de desertificagado, a colecdo EIRA por fungos isolados de zona de excluséo
e a colecdo NIRA é composta por fungos isolados de zona de vegetagao natural.
(COSTA, 2021).

O ambiente de uma composteira é adverso, podendo atingir altas temperaturas
(45 a 85 °C, na fase termofilica) (OLIVEIRA, 2014). Desta forma, para esse trabalho,
se faz necessario o uso de microrganismos adaptados a condigdes extremas, que é o

caso dos microrganismos encontratos em ambientes semiaridos, que estdo adaptados
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a condicdes de altas temperaturas, que € o caso dos isolados pré selecionados nesse
trabalho (FRANCO, 2022).

Nesse trabalho ndo houve apenas a preocupacdo em selecionar
microrganismos eficazes na produgao de enzimas celuloliticas, pois o produto final
pretendido deve possuir microrgismos capazes de melhorar a qualidade do solo. Os
fungos pré-selecionados apresentaram, no trabalho de COSTA (2021), atividade de

solubilizacao de fosfato e/ou de producao de siderdforos, como mostra na Tabela 2.

Tabela 2 - Atividades de solubilizacado de fosfato e produgao de siderdforos detectadas
nos isolados pré-selecionados.

Isolado Solubilizagao de fosfato Producao de sideroforo
EIRA 1 + +
EIRA 2 + +
EIRA 5 + +
EIRA 6 + +
NIRA 2 + +
DIRA 5 - +
DIRA9 - +

Fonte: Costa (2021). Os quadros prenchidos com (+) indicam a positividade do isolado no teste realizado,
ja os quadros prenchidos com (-) indicam a negatividade do isolado no teste realizado.

4.2 Ativagao dos fungos selecionados

Os isolados selecionados estavam armazenados em culturas realizadas pelo
método de Castellani em tubos falcon de 15 mL, mantidos em geladeira a 4°C.

Para a ativagéo dos isolados foi usado o protocolo descrito a seguir. Utilizaram-
se erlenmeyers de 125/150 mL, contendo o meio de cultivo liquido Saboraud( dextrose
20 g/L e mistura de digestdo péptica de tecido animal e digestdo pancreatica de
caseina (1:1) g/L), ajustados para pH de 5,6 com auxilio de um potencidmetro
previamente calibrado. Em seguida, as solu¢des foram esterilizadas em autoclave a
120 °C por 15 min. Apos a esterilizagdo, os meios de cultura foram mantidos em
temperatura ambiente por 24 h, para avaliar sua esterilidade.

Para a inoculacao, com o auxilio de algas de inoculacao estéreis, foi transferido

um pellet de cada cultura em Castellani dos isolados selecionados para os meios de
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cultura nos erlenmeyer.

Os meios de cultura foram incubados em um agitador orbital a uma temperatura
de 30 °C e uma agitagao constante de 150 rpm por um periodo de 96 horas.

Apds o periodo de incubacao, foi feita a inoculacédo dessas culturas em meios
sélidos de agar Saboraud, com ph ajustado para 5,6, em placas de petri. As culturas
em meio de soélidos foram incubadas a uma temperatura de 35 °C, por um periodo de

5 a 7 dias, para verificar o crescimento dos fungos e a pureza das culturas.

4.3 Cultivo de microrganismos em meio liquido indutor de produgao de celulase

O meio de cultivo utilizado para avaliar a capacidade dos isolados fungicos de
utilizar a celulase como fonte de carbono foi baseado no meio suplementar descrito
por Mandels e Weber (1969) (Tabela 3). Em erlenmeyers de 125 mL, foram
adicionados 50 ml do meio suplementar, previamente ajustado para o pH 5,6,
juntamente com 1% de farelo de trigo como fonte de carbono. Os frascos foram
autoclavados a 121 °C por 15 minutos para assegurar a completa esterilizagcao do
meio interno.

Os cultivos foram realizados em duplicata e deixados sob agitagdo constante
de 150 rpm, a 30 °C, por 96 h.

Decorrido o tempo de incubacao, foi observado o crescimento dos micélios nos
meios de cultura e foi feita a obtencédo dos sobrenadantes dos cultivos, com o auxilio
de papéis de filtro.

Os sobrenadantes foram cuidadosamente armazenados e congelados a -15°C

para analise posterior.
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Tabela 3 - Meio Mandels e Weber

Componentes Unidade | Concentragao
KH,PO, g/L 2,0
(NH,)2S04 g/L 1,4
Ureia g/L 0,3
MgSO, .7 H,0 g/L 0,3
CaCl, g/L 0,3
FeSO,.7H,0 mg/L 5,0
MnSQO,.H,0 mg/L 1,56
ZnS04.7 H,O mg/L 1,4
CoCl, mg/L 2,0
Tween 80 mL/L 1,0

Fonte: Mandels e Weber (1969).

4.4 Determinacao de atividade celulolitica

Para a escolha dos melhores isolados em relagao a producao de celulases, foi
usado uma adaptacao do método de determinagao da atividade celulolitica, usando
papel de filtro como substrato (FPase), medotodologia criada por (GHOSE, 1987), que
se baseia na mensuracdo da capacidade de endoglucanases e exoglucanases
presentes no meio de degradar a celulose presente no papel. Essa mensuragéo é feita
por meio determinacdo da concentracdo dos mondmeros redutores produzidos na
quebra da celulose presente no papel filtro, feita pelo método de DNS (MILLER, 1959).

O método é explicado de forma resumida na Figura 4.
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Figura 4 - Infografico explicando, de forma resumida, a metodologia de
determinacao de atividade celulolitica de GHOSE (1987)

Metodologia de GHOSE (1987)
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Metodologia Miller (1959) castanho

Reage com
WReagente DNS —>z

O reagente possui coloragao

amarelada . L
Analise colorimétrica a

. 540nm
Quanto mais escuro o tom de

castanho, maior a concentragdo de
mondmeros redutores

Fonte: Autor

4.4.1 Determinagao de concentragcao de agucares redutores

Foi usada uma versdo adaptada do método de DNS, feito por DE
VASCONCELOS, PINTO e ARAGAO (2013). O acido 3,5-dinitrosalicilico, na
quantidade de 5 g, foi medido e adicionado a 100 mL de uma solugao 2 M de hidréxido
de sédio previamente preparada (solugéo A). Os dois reagentes foram misturados até
a sua completa dissolugdo. Em paralelo, 150 g de tartarato duplo de sodio e potassio
foram dissolvidos em 250 mL de agua destilada (solugdo B), sob aquecimento e
agitacao continuos.

A solucdo A foi adicionada a solucdo B até que o acido 3,5-dinitrosalicilico
estivesse completamente dissolvido. Apos a dissolugdo completa, a mistura foi
resfriada a temperatura ambiente. Posteriormente, a mistura foi transferida para um
baldo volumétrico e completado com agua destilada para um volume final de 500 mL.

A solucéo final foi armazenada protegida da luz.

4.4.2 Preparo da curva padrdo de concentragao

A curva padréo foi feita a partir da determinagéo de glicose nas concentragdes
de 0,1;0,3; 0,5; 0,7;0,9; 1,1; 1,3 e 1,5 g/L.

Para analise, 500 uL de reagente DNS foram adicionados a 500 yL de amostra
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em tubo de ensaio rosqueado. Em seguida, os tubos seguiram para reagdo em banho
maria em agua fervente por 15 min. Apos esse periodo, os tubos foram resfriados em
banho de gelo para finalizar a reagédo. Apos resfriados, foram adicionados aos tubos
4000 uL de agua de destilada. Apds correta homogenizagao em vortex, as amostras
passaram pela analise colorimétrica em espectrofotdmetro a 540 nm.

A partir dos valores obtidos, foi possivel estabelecer a curva padrdo e a

equacao da reta, que foi usada nos ensaios posteriores.

4.4.3 Determinacgao da atividade enzimatica usando papel filtro como substrato

Foi colocado uma tira de papel filtro de aproximadamente 1,0 x 6,0 cm em
tubos. Apds isso, foi adicionado 0,5 mL do sobrenadante obtido no teste de producgéao
de celulases e 1,0 mL de tampao citrato de sddio 0,05 M, pH 4,8. O “branco” conteve
0,5 mL de tampao citrato de sddio no lugar da aliquota de sobrenadante. Apds esse
processo, os tubos foram aquecidos a 50 °C, em banho maria por 60 min.

Apos o periodo da reacdo em banho maria, 500 yL das amostras foram
transferidas para tubos rosqueados e adicionados 500 yL do reagente DNS. Em
seguida, os tubos foram aquecidos em agua fervente por 15 min, e depois refriados
em banho de gelo e adicionados de 4000 uL de agua destilada. Apés homogenizagao
das solugcbes em vortex, as amostras foram submetidas a analise colorimétrica em
espectrofotometro a 540 nm. Desta forma, foi possivel obter a concentragdo de
acgucares redutores das misturas reacionais dos tubos para o posterior calculo das
concentracdes enzimaticas.

Para evitar a superestimacdo da atividade FPase, foi feita a analise da
concentragao de agucares redutores que ja estavam presentes no sobrenadante, para
tal, foi feito um ensaio semelhante ao anterior, em triplicata. As misturas reacionais
passaram pelas mesmas condi¢cdes, porém, nao foi adicionado papel filtro nos tubos
de ensaio. Os valores obtidos foram usados para serem subtraidos dos valores
obtidos no ensaio com o papel filtro.

Apos as determinagdes analiticas obtidas, as atividades enzimaticas foram

calculadas por meio da Equacao 1 (GALINDO, 2016).

[AR] . V

[enZI ma] - Treag&o

Equacao 1
Onde:
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[AR] = concentracao de agucar produzido (umol.ml-1);

V = volume da mistura reacional (mL);

Treacao = tempo de reagado enzimatica (min).

Dessa forma, a unidade de atividade enzimatica (U) foi estabelecida como a
quantidade de enzima capaz de converter 1 micromol (umol) de agucares redutores
por minuto a 50 °C. Sendo assim, a expressao da atividade enzimatica é representada
por U por mililitro de substrato (U/mL) (GALINDO, 2016).

4.5 Determinagao das concentragoes de proteinas totais

Para a determinacdo da concentracdo de proteinas totais presentes nos
sobrenadantes obtidos no teste de produgao de celulases foi utilizado o método de
BRADFORD (1976).

Para a curva padréo, foi preparada uma solugdo mae de 1 mg/mL de BSA, e a
partir dela, foram preparadas solu¢gdes em microtubos limpos e novos com as
seguintes concentragdes de BSA: 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450 e 500
pg/1000 pL.

Foi misturado 2,5 mL do reagente Bradford com 100 yL de cada diluicdo
preparada em tubos de ensaio de vidro em triplicata. Para o branco, foi usado 100 pL
de agua destilada. Foi esperado 10 min, para a conducgao correta da reagao e apos
isso, as amostras foram submetidas a leitura em espectrofotdmetro a 595 nm. Desta
forma, foi possivel encontrar a equacao da reta de concentracéo de proteinas totais.

Para a avaliacdo do teor de proteinas totais dos sobrenadantes foi misturado
2,5 mL do reagente Bradford com 100 uL dos caldos enzimaticos em tubos de ensaio
de vidro, seguindo os mesmos procedimentos mencionados anteriormente, o ensaio

foi feito em triplicata.

4.6 Determinacgao de atividade antagonista in vitro

Foram selecionados os dois isolados que obtiveram os melhores resultados na
analise de atividade celulolitica para o ensaio de atividade antagonista in vitro, afim
de saber se os isolados podem ser cultivados de forma pareada, desta forma,
tornando possivel a montagem de um consorcio.

Para o teste, foi utilizado discos obtidos com o auxilio de ponteiras de 1000 pL
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de colbnias crescidas a 30 °C, durante 4 dias, em meio Saboraud.

Os discos obtidos dos fungos escolhidos foram colocados em pontos
equidistantes (4 cm de distancia) da placa de Petri com meio de cultura Saboraud, o
ensaio foi feito em triplicata. O cultivo pareado foi mantido a 30°C, durante 3 dias. Para

o controle negativo, foi inoculado somente um dos fungos em um polo da placa.

4.7 Plano de negodcios

Para elaboragdo de um plano de negdcios foi realizado estudo de mercado,
desenvolvimento de proposta de valor do produto, desenvolvimento de logo, entre
outros processos. Essas atividades ligadas a area de empreendedorismo foram
realizadas durante as mentorias do Programa de Empreendedorismo da Universidade

Federal do Ceara.
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5 RESULTADOS

5.1 Cultivo de microrganismos em meio indutor de produgao de celulases

Apods o processo de fermentagdo submersa em meio de cultura com farelo de
trigo como unica fonte de carbono, foi possivel observar o crescimento de todos os
sete isolados testados, como mostra na Figura 5. Evidenciando, mesmo que
visualmente, a capacidade dos fungos da caatinga em produzir celulases para o seu

crescimento.

Figura 5 - Cultivos dos isolados selecionados em meio de
cultura indutor de produgao de celulases ap6s o periodo de
incubacao de 96h

Fonte: Autor
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5.2 Determinacao de atividade celulasica

Os sete isolados fungicos testados foram submetidos a cultivos em
erlenmeyeres agitados a fim de determinar a sua capacidade de producgéo de enzimas
celuloltiticas.

A atividade de celulases totais (FPase) foi detectada em todos os 7 isolados
escolhidos nas condi¢cdes de fermentacio enzimatica de 96 horas a 30 °C. Na tabela

4 estdo expressos os resultados das atividades em U/mL

Tabela 4 - Isolados cultivados em fermentacdo submersa por 96 h, 30 °C e 150 rpm e
os valores das atividades celuloliticas totais em U/mL

Isolado Identificacao Atividade (U/mL)
EIRA 1 Aspergilus sp 0,0357 £ 0,0055
EIRA 2 Aspergilus sp 0,0510 £ 0,0029
EIRA S Aspergilus sp 0,0358 £ 0,0002
EIRA 6 Aspergilus sp 0,0541 £ 0,0087
NIRA 2 Aspergilus sp 0,0406 = 0,0000
DIRA 5 Penicillium sp 0,0234 £+ 0,0024

DIRA 9

Aspergillus sp

0,0218 £ 0,0012

Fonte: Autor

Para proporcionar uma visualizagdo mais clara das diferencas nas atividades
de FPase dos fungos testados, foi elaborado um grafico (Figura 6) de barras utilizando

os dados da Tabela 4.
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Figura 6 - Comparacao dos valores das atividades celulases totais
dos Isolados cultivados em fermentagéo submersa por 96 h, 30 °C e
150 rpm

0,0600

0,0500

0,0400
0,0300
0,0200
0,0100 I I
0,0000

EIRA1 EIRA2 EIRA5 EIRA6 NIRA2 DIRAS5 DIRAY9
Isolado

Atividade FPasica U/mL

Fonte: Autor

Ao considerar os dados dos testes de atividade FPasica, foi observado que os
isolados EIRA 6 e EIRA 2, destacaram-se com os melhores resultados, registrando os
valores de atividade de 0,0541 U/mL e 0,0510 U/mL, respectivamente. Esses isolados
foram escolhidos para avaliacdo de atividade antagonista, visando verificar a

possibilidade de montar um consércio de microrganismos com eles.
5.3 Determinagao das concentragoes de proteinas totais
Por meio do ensaio de determinacéo das concentracdes de proteinas totais, foi

possivel observar o comportamento dos isolados em um meio de cultura pobre em

nutrientes. A Tabela 5 mostra os resultados obtidos no ensaio.



36

Tabela 5- Valores das concentragdes de proteinas totais e

de atividade especifica dos

isolados cultivados em

fermentacao submersa por 96h, 30 °C e 150 rpm

p . . Atividade
roteinas totais g
Isolado (mg/ml) especifica
g (U/mg)
EIRA 1 0,04 + 0,01 0,81
EIRA 2 0,03 £0,00 1,70
EIRA 5 0,03 +0,00 1,29
EIRA 6 0,06 £ 0,01 0,92
NIRA 2 0,06 £ 0,01 0,65
DIRA 5 0,06 £ 0,00 0,42
DIRA 9 0,05+0,00 0,45

Fonte: Autor

5.4 Avaliagao de atividade antagonista in vitro

A partir desse ensaio, apos o periodo de co-cultivo de 120 h, que os isolados

EIRA 2 e EIRA 6 ndo apresentam atividade antagonista entre si, como mostra na

Figura 7, o que evidencia a possibilidade de montar um consorcio com esses dois

microrganismos.

Figura 7 - Resultado do ensaio de antagonismo

Fonte: Autor
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5.5 Plano de Negbcios

O projeto de negdcio, que veio a partir da pesquisa presente nesse trabalho,
foi aprovado no programa de pré aceleragcdo de startups Empreende UFC. Os
integrantes dos projetos aprovados nesse programa passam por um longo processo
de aulas e mentorias e atividades nas areas de empreendedorismo, gestao e
inovacao. O seguinte plano de negdcios € resultado das atividades desepenhadas

nesse programa e o nome escolhido para o produto fruto desse projeto é LeafLisex.

5.5.1 Proposta de Valor

A proposta do Leaflisex é oferecer um produto inovador acelerador de
compostagem de residuos agroindustriais. Sua miss&o primordial € acelerar a
obtencdo do composto, produto final da compostagem, que se trata de um
biofertilzante natural e uma alternativa frente aos fertilizantes comerciais, em especial,
0s minerais. Além disso, o produto visa cooperar com a gestdo de residuos
agroindustriais, dando uma destinagéao final sustentavel e rentavel a esses compostos.
O ineditismo do produto se caracteriza por ser constituido de um consoércio de
microrganismos nativos e ambientados as condigbes ambientais do semiarido,
cautelosamente selecionados, e que apresentam sinergismo quanto suas
capacidades de degradacédo de residuos lignoceluldsicos, além de serem fungos que

atuam provovendo uma microvida saudavel do solo.

5.5.2 Nome da empresa, logo e cores da marca

O nome escolhido para a empresa foi Leaflisex, o nome Leaf, que significa folha
em inglés, faz uma relagdo com os residuos agroindustriais, 0 nome Lise, que vem da
acgao de quebra efetuada por enzimas, fazendo ligagdo com o conceito de degradagao
de compostos e por fim, o x no final do nome, que segue o padrdo dos produtos da
empresa parceira do Leaflisex, a Biotech4Life.

A logo do produto, mostrada na Figura 8 foi feita com o auxilio da ferramenta
Photoshop, da Adobe. A ideia foi juntar as iniciais de Leaf e a ultima letra de Lisex,

tornando-as uma sé. O “X” sobre o0 “L” busca passar o conceito de um objeto sendo
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cortado, devido a ideia de quebra ou corte relacionado a palavra lise. Além disso, foi
decidido a adicdo de um desenho represantando um folha, remetendo ao setor

agroindustrial.

Figura 8 - Logo e logotipo da marca

).

| eaflisex

Fonte: Autor

A fonte tipografica selecionada para compor a identidade visual foi a Open Sans
(Figura 9), uma fonte serifada simples, bem legivel, adaptada para as plataformas
digitais e interfaces mobile, e que harmoniza bem com a estética da marca. Além disso

a Open Sans é uma fonte livre para uso comercial.

Figura 9 - Fonte Open Sans

ABCDEFGHIJKLMNO
PQRSTUVWXYZ
abcdefghijklmnop
gqrstuvwxyz

Fonte: Autor

As cores para a identidade visual buscada foram de elementos que
relembrassem o campo e a sua simplicidade, além do conceito de sustentabilidade e
a reciclagem. Tendo isso em vista, optou-se por seguir dois padrées de degradé, um
seguindo diferentes tons de verde, e outro de tons de cinza, como mostra na Figura
9.
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Figura 10 - Paleta de cores da marca

D1D1CB
318C07

Fonte: Autor

A escolha das cores foi baseada em cores comuns de marcas de empresas e
organizagbes com os conceitos de solugbes sustentaveis, como a insecta shoes,
marca de sapatos veganos (Figura 11), e de empresas relacionadas a agroindustria,
como a BioCLone (Figura 12), empresa produtra de mudas por meio de
micropropagacao in vitro.

Figura 11 - Publicagbes da Insecta Shoes,
representando a paleta de cores da marca

70% OFF

novos produtos que acabaram
de chegar no OUTLET, ver ver!

Fonte: Autor
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Figura 12 - Logo da empresa Bioclone

[ 1) v .
BloClone
Fonte: Google

5.5.3 Equipe

A equipe do LeafLisex € composta atualmente por dois membros, ambos
estudantes do curso de Biotecnologia da UFC, e uma orientadora. As fungbes e o

curriculo resumido dos integrantes é apresentado na Figura 13.

Figura 13 - - Infografico resumindo as fun¢des dos integrantes da LeaflLisex e seus
curriculos

Levi Ribeiro - Estudante de Biotecnologia
CEO e Responsavel Técnico-cientifico

— @ * Experiéncia e know-how técnico-cientifico em microbiologia e bioquimica.
" e Experiéncia em P&D na startup Biotech4Life.
* Participou de capacitagdes e possui prémios em programas de aceleracdo e
mentoria como o Startup Ce, do Sebrae CE e o Programa Taq, do Profissdo Biotec.
* Ja atuou como Jovem Embaixador da Sociedade Brasileira de Microbiologia.

Maria Clara - Estudante de Biotecnologia
Gerencial / administrativo-financeira e

comunicacao
* Membra da Comissao Setorial de Avaliacdo do Centro de Ciéncias.
* ex-bolsista do PAIP.
e designer grafica.
O gps_.suj experiéncia e conhecimentos em gestao, comunicagao e em midias
igitais.

Denise Hissa - Professora Adjunta da UFC

Orientadora
* Mais de 10 anos de experiéncia em pesquisas envolvendo microbiologia, biologia
molecular e bioquimica.
e Sécia e co-fundadora da empresa Biotech4life, empresa incubada no PADETEC.
* Possui co-autoria em trés patentes depositadas, sendo uma delas realizada em
Earceria com a empresa Petrobras.
® Recebeu prémio inventor em 2020 da empresa Petrobras.

Fonte: Autor
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5.5.4 Mercado

Estima-se que o mercado global de biofertilizantes atinja um valor de 3,1
bilndes de dolares em 2023 e 5,2 bilhdes de dolares em 2028. Esses numeros sao
resultado principalmente da crescente demanda do mercado por produtos certificados
como organicos, da necessidade de aumentar a produtividade em areas de cultivo
limitadas e a busca por uma gricultura mais sustentavel e menos danosa para o meio
ambiente. (MARKETS AND MARKETS, 2023).

Diversos biofertilizantes derivados de residuos ou matéria orgénica bruta
mostraram-se eficazes na agricultura, tais como os produtos da compostagem
(YAKHIN et al., 2017).

A alta producdo da agroindustria no brasil, resulta na geragcdo de grandes
volumes de residuos, tais como cascas, palhas e bagagos (SCHNEIDER et al., 2012).
A Lei n® 12.305, promulgada em 2 de agosto de 2010, instituiu a Politica Nacional de
Residuos Sdlidos, estabelecendo diretrizes para a gestdo adequada dos residuos
solidos. Essas diretrizes incluem medidas para a destinacao final dos residuos de
forma ambientalmente adequada, como a reutilizagdo, a reciclagem, a compostagem,
a recuperacgao e a geragao de energia a partir dos residuos.

Desta forma, a compostagem se apresenta como uma forma de
reaproveitamento desses residuos organicos produzidos. O resultado final desse
processo € o composto organico com varias aplicagdes, tais como, promogao do
crescimento de plantas, recuperacdo de solos degradados e remogao de metais
pesados no solo (AL-ALAWI et al., 2019; COGGER et al., 2008; KARAK et al., 2013).

Embora a compostagem seja uma 6tima opgéo para fertilizagao e tratamento
de residuos, ela possui uma grande limitagdo, que € o tempo necessario para obter
um composto organico seguro para aplicagao no solo, sem causar danos as plantas
(ZHANG et al.,2022).

A compostagem apresenta-se como uma solu¢do economicamente viavel e
eficiente para o aproveitamento de residuos agroindustriais, mas devido ao tempo
necessario para o processo, essa técnica acaba criando um gargalo, principalmente
no caso dos compostos lignocelulésicos, que sdo a maior parcela desses residuos
(ZHANG et al., 2022).

Desta, forma um produto acelerador do processo de compostagem seria
essencial, principalmente, se ele fosse especializado na degradagao de residuos
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lignoceluldsicos.

O publico pretendido a ser atingido pelo Leaflisex é o de produtores pequenos
e médios do setor agroindustrial do brasil, dessa forma esse produto estara atuando
como participante do mercado brasileiro de biofertilizantes, que esta em plena
expansao.

O mercado brasileiro de biofertilizantes cresceu a taxas anuais proximas a 20%
nos ultimos anos (MILKPOINT, 2023). A agricultura brasileira € lider mundial em
praticas sustentaveis, sendo lider na adog¢ao do plantio direto, no uso de controle
bioldgico de pragas de biofertilizantes, em substituicdo a fontes quimicas e minerais
(FILHO, 2023). A adogéao de praticas sustentaveis tem aumentado cada vez mais no
Brasil, 36% dos agricultores brasileiros fazem uso de biofertilizantes, como mostra na

Figura 14.

Figura 14 - Uso de biofertilizantes no mundo

Usam .Pretendem usar .Néo/néo pretendem usar N&o conhecem

Uniao
Europeia 7
Estados

Unidos 7 32 39

Fonte: adptado de Ferreira et al. (2022)

O mercado brasileiro esta favoravel para negoécios que atuam no setor dos
bioestimulantes e biofertilizantes. Cada vez, se aumenta a busca por estratégias
sustentaveis de aumentar a produg&o agricola, tais como o uso da compostagem,

desta forma, essa é uma 6tima oportunidade para a entrada do Leaflisex

5.5.5 Concorrentes

Por meio de pesquisas em lojas online de produtos de jardinagem e agricolas,

foram encontratos 3 concorrentes diretos do Leaflisex: o Biocompost, o Embiotic e 0
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Nutripirol. A Figura 15 e a Figura 16 mostram as vantagens pretendidas do LeaflLisex
frente a esses produtos.

O foco na degradacgao de residuos lignoceluldsicos se apresenta como uma
vantagem pelo fato de permitir o LeafLisex entrar em um nincho mais isolado e
disruptivo. Ja o oferecimento de cursos e mentorias na area de gestao de residuos e
compostagem auxilia no aumento da autoridade da marca, além de ser uma fonte

secundaria de recursos.

Figura 15 - Comparagéo entre o Leafflisex e concorrentes

Foco na
degradacao de Oferecimento de
residuos cursos e mentoria
celuloliticos

Microrganismos
aceleradores de
compostagem

Leaflisex

Embiotic

Biocompost

Nutripirol

Fonte: Autor
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Figura 16 - Comparagao entre o Leaflisex e os concorrentes quanto a formulagao

Concorrente: Embiotic

~ Vantagens do Leaflisex:

—— O foco principal do Embiotic € a degradacao de restos de alimentos, ja o foco
principal do Leaflisex sdo os residuos agroindustriais, que sdo mais
complexos, mas também busca expandir para outros residuos organicos, tais
como os restos de comida.

Concorrente: Biocompost
Vantagens do Leaflisex:

——+  Faz uso de Bacillus subtilis e Bacillus lcheniformis na sua composicao. O
LeafLisex busca o uso fungos, que no geral, sdo melhores produtores de
celulases do que bactérias, sendo dessa forma uma melhor opcdo para a
degradagao de residuos celuloliticos.

Concorrente: Nutripirol
Vantagens do Leaflisex:

——{ O Nutripirol conta apenas com um estrato vegetal, ele serve como um
ativador de microrganismos, j& o Leaflisex, & um inoculante, acelerando o
processo de compostagem por meio da adicao de microrganismos eficazes na
degradacdo de residuos organicos.

Fonte: Autor

5.5.6 Parcerias

A empresa conta com o apoio da empresa Biotech4Life, do Laboratério de
Recusos Genéticos (Largen) e o Lembiotech, que disponibilizam equipamentos,
insumos e espaco para o desenvolvimento das pesquisas e testes do produto. Além
disso, a empresa também conta com o apoio do Empreende UFC, projeto de pré-
aceleracdo de empresas da UFC, que disponibiliza formagcdo na area de

empreendedorismo e inovagao, mentorias de negdcios e espago para coworking.

5.5.7 Segmento de clientes

A empresa visa atingir o mercado Business to Business (B2B) e depois
expandir para o Business to Costumer (B2C). O segmento de clientes do mercado
B2B compreende as empresas da Agroindustria, em especial as empresas

relacionadas a Agricultura e o processamento de seus produtos. Ja o segmento de
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clientes do mercado B2C compreende a pessoas com hobbie de jardinagem e

pessoas que possuem plantagdes para consumo proprio.

5.5.8 Modelo de monetizagcao

A empresa visa lucrar ndo apenas por meio da venda do produto em si, mas
também pela venda de cursos na area de gestdo de residuos e de servigcos de

consultoria de gestao de residuos

5.5.9 Canais de venda e canais de relacionamento com o cliente e promog¢ao do
produto

Os canais de venda para o produto escolhidos foram o site da prépria empresa
(Figura 17) e marketplaces, como Mercado Livre e Shopee.

Para canais de relaionamento com o cliente e promog&o do produto, foram
escolhidos o Instagram, site da empresa e contato direto por whatsaap, email e
presencial. No instagram e no site da empresa serao publicados pesquisas realizadas
pela empresa, informagdes sobre gestao de residuos e compostagem, promogdes e
registros de servigos realizados.

Figura 17 - Protodtipo da pagina de venda do LeaflLisex

;( Leaflisex home X o

Cc 25 httpsy/leaflisex.com

k

SUSTENTABILIDADE
E PRODUTIVIDADE

PARA O SEU
NEGOCIO

CONHECA NOSSO
PRODUTO

Fonte: Autor
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6 DISCUSSAO

As celulases microbianas tornaram-se os principais biocatalizadores da
conversao de biomassa celuldsica, devido a sua complexa natureza. As celulases sao
sintetizadas por uma diversidade ampla de microrganismos, entre eles, fungos e
bactérias (KUHAD; GUPTA; SINGH, 2011).

O farelo de trigo possui uma complexa composi¢cao quimica, sendo composto
especialmente por celulose e polimeros a base de xilose e arabinose associados
fortemente a proteinas (pentosanas) (SRAMKOVA; GREGOVA; STURDIK, 2009).

Analises do conteudo nutricional revelaram que o farelo trigo contém entre 30
a 40% de hemicelulose, 15 a 35% de celulose e 5 a 25% de lignina, tornando-o um
otimo substrato para o teste de producédo de celulase realizado (CANTERO et al.,
2015).

Neste estudo, a partir das fermentacdes submersas suplementadas com farelo
de trigo, foi possivel observar um amplo crescimento de todas as culturas dos isolados
fungicos usando celulose como fonte de carbono, reforcando a escolha desses
microrganismos para a formulagdo de um produto acelerador de compostagem de
residuos celulésicos. No entanto, ainda se fazia necessario, testes enzimaticos, para
quantificar as capacidades desses isolados na producdo de enzimas celuloliticas.

Residuos celulésicos necessitam de microrganismos altamente eficazes na
producdo de enzimas celuloliticas. Entre esses microrganismos, os mais relevantes
sdo os fungos dos géneros Trichoderma, Penicillium e Aspergillus, representando
mais de 50% dos estudos relacionados a celulases (PASSOS; PEREIRA; CASTRO,
2018). Os testes de produgdo de celulases foram conduzidos com fungos
selecionados pertencentes aos géneros Penicillium e Aspergillus. Conforme
observado na Tabela 3, todos os fungos selecionados demonstraram atividade
celulasica, corroborando com o que foi encontrado na literatura.

Os isolados que apresentarm os melhores resultados nos testes de atividade
FPasica, foram o EIRA 6 e o EIRA 2, ambos pertencentes ao género Aspergillus.
Esses isolados destacaram-se com os melhores resultados, registrando os valores de
0,0541 U/mL e 0,0510 U/mL, respectivamente.

No trabalho de Oliveira (2020), foram obtidos resultados semelhantes aos
desse trabalho. O isolado selecionado por Oliveira (2020) que obteve o melhor
resultado apresentou uma atividade FPasica de 0,0520 U/mL, valor menor do que o
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obtido pelo EIRA 6. Esse resultado foi obtido a partir de uma fermentacdo submersa
com condi¢des semelhantes ao teste realizado nesse trabalho, porém, houve a adigao
de tampéao citrato de sédio 0,05 mol/L, pH 5,6.

Ja Galindo (2016), obteve resultados mais expressivos, o melhor resultado
obtido foi de 0,105 U/mL, porém ele fez uso de uma fermentagao sélida a 35°C e 96h.
A escolha do cultivo em estado sodlido foi um fator determinante para os resultados
superiores obtidos por Galindo (2016), contrastando com os obtidos no presente
trabalho e no estudo de Oliveira (2020).

A fermentacdo em estado soélido apresenta certas vantagens em relacdo a
submersa, assemelhando-se ao ambiente natural dos fungos, o que influencia na
atividade enzimatica. Além disso, nesse tipo de fermentacao, as enzimas produzidas
sdo menos suscetiveis a inibigdo do substrato (GALINDO, 2016).

Residuos vegetais sdo de dificil degradac&o, isso esta relacionado a
complexidade da parede celular dos tecidos vegetais. A conversdo biotecnoldgica de
biomassa celuldésica se apresenta como uma abordagem sustentavel para
desenvolver novos processos e produtos. Dentro desse cenario, o uso de fungos,
devido as suas varias adaptacdes, se apresenta como uma alternativa para o
problema da degradacédo desse tipo de residuo (KUHAD; GUPTA; SINGH, 2011).
Desta forma, foram escolhidos os isolados que apresentaram os melhores resultados
nas analises feitas, o EIRA 6 e o EIRA 2, ambos identificados como membros do
género Aspergillus.

Para o desenvolvimento de culturas mistas, o determinante mais importante é
a compatibilidade entre as cepas e visando o desenvolvimento de um consoércio de
microrganismos eficazes na producado de celulases, foi feito um ensaio de
antagonismo in vitro entre os isolados EIRA 6 e EIRA 2. Na literatura, existem casos
de fungos do mesmo género apresentando inibicdo um contra o outro, como mostrado
no trabalho de Wang (2015), por isso, foi feito esse ensaio, mesmo os dois isolados
sendo pertencentes ao mesmo género.

O ensaio de antagonismo in vitro negou a presenga de atividade de inibigao
entre o EIRA 6 e o EIRA 2, permitindo assim, a possibilidade de novos ensaios para
analisar as interacdes desses dois isolados em um consorcio e posterior formulagao
de um produto.

No desenvolvimento de um consorcio acelerador de compostagem, é

interessante saber se os microrganismos presentes nesse produto irdo sobreviver
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durante as diferentes fases da compostagem e se terdo um papel importante nesse
processo. Zhang et al. (2022), acompanhou, por meio de extracdo de DNA de
amostras retiradas das diferentes fases do processo de compostagem e
sequenciamento do gene Internal Transcribed Spacer (ITS), as dinamicas das
diferentes composi¢gdes das comunidades fungicas durante as diferentes fases do
processo de compostagem. Nesse trabalho, Zhang et al. (2022) observou que o
género Aspergillus se manteve presente em todas as fases do processo de
compostagem de folhas e galhos, até mesmo na fase termofilica. Esse resultado
obtido por Zhang et al. (2022) é de extrema importancia para o desenvolvimento do
Leaflisex, visto que o os isolados escolhidos para o desenvovimento do consoércio
foram o EIRA 6 e EIRA 2, ambos pertencentes ao género Asperqgillus.

O composto humico do processo de compostagem, além de ser um produto
rico em nutrientes, ele também apresenta microrganismos e se faz importante analisar
a importancia deles quanto ao aumento da fertilidade do solo e promogao de
crescimento de plantas, como também a sua patogenicidade, tanto para plantas,
quanto para humanos. Desta forma, pelo fato do Leaflisex se tratar de um
bionoculante, é necessario analisar as propriedades e caracteristicas dos fungos que
estardo sendo usados em sua formulagao.

O género Aspergillus é diverso, compreendendo a 344 espécies, que possui
grande importancia econémica, pois varias espécies desse género sao usadas na
biotecnologia para producédo de antibidticos, enzimas e fermentacédo de alimentos
(SAMSON et al., 2014).

Esse género é conhecido por possuir representantes fitopatogénicos, tais como
as espécies Aspergillus niger e Aspergillus flavus, que séo as mais estudas (HUNG;
RUTGERS, 2016). Porém, embora espécies do género Aspergillus tenham potencial
de causar doengas em plantas por meio da producdo de micotoxinas, elas sao
consideradas patogenos fracos (MCLAUGHLIN; MCLAUGHLIN; LEMKE, 2001).

Além da fitopatogenicidade, algumas espécies de Aspergillus sé&o
documentadas como patogénicas aos seres humanos, tais como os Aspergillus
fumigatus e A. Flavus. Essas espécies patogénicas oferecem risco para individuos
imunodeprimidos, mas sado raras as infecgdes em individuos imunocompetentes
(KRISHNAN; MANAVATHU; CHANDRASEKAR, 2009).

Embora, o género Aspergillus possua representantes patogénicos a plantas e

humanos, na literatura sdo encontradas evidéncias de que espécies desse género
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podem ser usadas como promotores de crescimento de plantas e de aumento da
fertilidade, bioreemediacéo e corregao do solo (HUNG; RUTGERS, 2016).

Costa (2021) observou atividade de solubilizagdo de fosfato e/ou produgéo de
sideroforos pelos fungos pré-selecionados para os testes de produgao de celulases
nesse trabalho. No trabalho de Costa (2021) foram feitos testes com 22 isolados da
caatinga e dentre eles, os isolados EIRA 2 e o EIRA 3 apresentaram-se como os mais
fortes solubilizadores de fosfato e o isolado EIRA 6 se revelou como 0 mais promissor
na producao de sideroforos.

A solubilizagao de fosfato representa a converséo do fosfato insoluvel em uma
forma soluvel, tornando-o mais facilmente assimilavel pelas plantas. Ja os sideréforos
sao moléculas que quelam o ferro, o quelato formado € um produto assimilavel por
outros organismos vivos (COSTA, 2021).

Como ja mencionado, fungos do género Aspergillus podem ser usados como
biorremediares, recuperando solos degradados e auxiliando no crescimento de
plantas, por meio da corregdo do solo e acumulagao ou degradacao de substancias
téxicas, como € apresentado nos trabalhos de KRISHNA, REDDY e PATNAIK (2005)
e ABD e AlI-JAWHARI (2023).

KRISHNA, REDDY e PATNAIK (2005) apresentou em seu trabalho a
possibilidade de aplicagao de Aspergillus turbingensis na corregao e tratamento de
solos contaminados. Nesse caso, foi estudado a possibilidade desse fungo ser usado
no tratamento de solos contaminados com residuos de bauxita (lama vermelha), um
derivado das atividades de mineragcdo e processamento de aluminio. Por meio de
testes in vitro, foi testado a habilidade do A. turbingensis em se desenvolver em
diferentes pH e em meios com diferentes concentragdes de lama vermelha e de metais
(aluminio, sédio e ferro), dessa forma foi observado a resisténcia desse fungo a pHs
altos, a capacidade reduzir a alcalinidade do meio e acumular diferentes metais em
seus micélios.

ABD e AI-JAWHARI (2023) analisaram a capacidade de um isolado da espécie
A. flavus em biodegradar clodinafop-propargyl, principio ativo do herbicida Tropik EC
100. O fungo testado foi isolado a partir de amostras de solos tratados com o herbicida
em questdo. O percentual de A. flavus presente nas amostras foi de 86%. Foram
feitos cultivos desse fungo em meio liquido contendo clodinafop-propargyl. Apos
analise das amostras desses cultivos, por meio da técnica de Espectroscopia no

Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), foi observado um percentual de
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degradagao do clodinafop-propargyl (concentragao de 0,01 ppm) de 80%.

Fungos, dentre eles, os do género Aspergillus, podem promover o crescimento
de plantas por meio da fixagdo de nitrogénio, solubilizagdo de nutrientes, como o
fésforo, produgcdo de enzimas promotoras de crescimento, indugdo de genes de
resisténcia e producao fitohorménios. Por exemplo, ESCOBAR DIAZ et al. (2021)
observou que os fungos das espécies Aspergillus brasilliensis e Aspergillus sydowii
promoveram a absorgédo de nitrogénio em plantas do género Gossypium. Em seu
trabalho, foi evidenciado a absorcdo de fésforo pela diminuicdo de nutrientes
presentes no solo do grupo tratado (7,10 e 16,96 g P/dm?® de solo) em comparagéo
com o grupo controle (26,91 g P/dm? de solo), ja em relagdo a absor¢ao de nitrogénio,
foi observado mais do que dobro de absorcdo pelas plantas tratadas com A.
brasilliensis (953,33 mg N/kg de matéria seca) em relagdo ao grupo controle (459,31
mg N/kg de matéria seca).

AZIZ et al. (2021), avaliou o efeito da inoculacdo de A. niger em tomate
(Solanum lycopersicum) exposto a cadmio e crémio. Nesse trabalho foi observado que
o fungo inoculado facilitou a indugéao de genes de resposta ao estresse. Esses genes,
SIGSH1 e SIPCS1, ajudaram o tomate a quelar o cadmio e o crébmio, mitigando a sua
toxicidade.

No trabalho de YADAV, VERNA e TIWARI (2011) evidenciou-se a indug¢ao de
crescimento de plantas feita por uma cepa de A. niger. Primeiramente, foi avaliado a
producao de acido indolacético (IAA), por meio do cultivo de fungos em meio de cultura
liquido suplementado com L-triptofano. Nesse ensaio foi observado uma producéao
superior de IAA por parte da cepa de A. niger, em comparagao com os outros fungos
testados (Penicillium citrinum strain BHUPCO1 e Trichoderma harzianum). Apds essa
analise, foi avaliado os efeitos da co-inoculagdo da cepa de A. niger e o fungo T.
harzianum em Cicer arietinum L., por meio desses ensaios, foi possivel observar o
dobro de comprimento das raizes e da parte aérea das plantas tratadas com esses
fungos em relagao aos grupos controle.

Ja GALEANO et al. (2021), por meio de analises in vitro, evidenciou a produ¢ao
de de IAA, sideréforos, aménia e alta atividade de solubilizagao de fésforo, além de
producao de enzimas como ACC deaminase e hidrolases por uma cepa de Aspergillus
niger isolada de grama forrageira nativa do pantanal brasileiro. Além disso, foi feito
um experimento, em casa de vegetacdo, de inoculagdo dessa cepa em feijao

(Phaseolus vulgaris L). A parte aérea das plantas do grupo tratamento obtiveram um
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crescimento 44,34% maior que o grupo controle. Ja o peso seco da parte aérea e das
raizes do grupo tratamento foi 54,1% e 94,7% maior que os grupos controle,
respectivamente.

Diante disso, é evidente que fungos do género Aspergillus possuem varias
aplcagdes na agricultura e na recuperagao de solos degradados e pobres, porém,
ainda € necessario analisar a patogenicidade dos fungos selecionados nesse presente
trabalho, a fim de desenvolver um produto seguro para humanos e para as plantas,
visto que, embora o género Aspergillus, possua potenciais promotores de crescimento
de plantas e fertilidade do solo, ele também apresenta representantes patogénicos.

Além disso, € necessario avaliar, por meio de analises de biologia molecular a
presencga dos fungos integrantes do consércio nas diferentes fases do processo de
compostagem, ja que, durante o processo, ocorrem diversas dindmicas de sucessao
ecolégica nesse microbioma (ZHANG et al., 2022).

Em relagdo ao plano de negdcio, a partir dele, foi possivel comprovar que o
mercado de bioinoculantes, biofertilizantes e 0 mercado agroindustrial brasileiro estao
em ascencgao e que a busca por solugdes sustentaveis € um assunto em voga,
fazendo com que a solugao proposta pelo LeaflLisex se apresente como uma solucéo

aplicavel e com potencial sucesso no ramo.



52

7 CONCLUSAO

Os resultados apresentados mostram a producdo de celulases dos sete
isolados selecionados. Os resultados negativos de antagonismo in vitro entre os
isolados EIRA 6 e EIRA 6, permite a abertura de novas fases de formulagao do produto
baseado em consércio. E essencial que mais estudos sejam realizados para validar a
capacidade do consoércio dos dois isolados selecionados em acelerar o processo de
compostagem de residuos agroindustriais em escala de bancada e em composteiras.

Em relagdo ao plano de negdcios, pode-se concluir que a seguinte solugao se
faz necessaria, e tem-se como proximo passo o desenvolver de um Minimo Produto

Viavel.
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