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AMORIM, Beatriz Cavalcanti - Estudo da produgfio de celulases por fermentagio semi-
solida em bagaco de caju (Anarcadium Orcidentalle Linew) utilizando o microrganismo
Trichoderma sp. Dissertagio de mestrado, UFCG, Programa de Pos-graduacio em
Engenharia Quimica. Area de concentragiio: Recursos Regionais e Meio Ambiente, Campina
Grande/PRB, Brasil.

RESUMO — Apesar da ampla utilizagio das celulases, o seu elevado custo tem tornado
alguns processos onerosos. O pedunculo do eaju é um material lignoceluidsico que apresenta
uma estimativa de produgfo no Brasil em torno de 1,8 milhfio de toneladas/ano concentrando-
se basicamente na regifio Nordeste e com aproveitamento industrial de apenas 15 % do seu
total. Dentro desse contexto, este trabalho teve por objetivo estudar a produgfio de celulase
por fermentaciio semi-solida do residuo de caju utilizando o microrganismo 7richoderma sp.
Inicialmente, foi realizada uma caracteriza¢io fisico-gquimica do bagaco de caju e o
levantamento da isoterma de adsor¢iio de umidade do bagaco a uma temperatura de 30°C. Em
seguida, estudou-se a fermentagfio semi-sélida do bagago de caju para produgfio da enzima,
utilizando-se da metodologia de planejamento fatorial do tipo 2% com trés repetigSes no ponto
central para avaliar a influéneia das vanidveis dependentes, umidade inicial ¢ concentragio da
fonte de nitrogénio, na atividade enzimética. O processo fermentativo fol desenvolvido para o
bagago de caju, lavado e sem lavar, utilizando o microrganismo Trichoderma sp. com uma
concentragio de 107 esporos/g, a uma temperatura de 30°C, com a umidade inicial variando
de 45, 55 e 65% em base Gimida, concentragio da fonte de mitrogénio variando de 0,50, 0,75 ¢
1,00% e amostras foram coletas ao iongo do processo para analises de pH, umidade, aglicares
redutores e atividade enzimética, expressa em carboximetileelulase, até um tempo de 73
horas. A caracterizagfio fisico-quimica mostrou que o bagago de caju é um substrato viavel
para processo .de produg@o da enzima celulase por apresentar condigdes favordveis ao
processo de fermentagiio com um pH acido ideal para a produgdo de enzimas em fermentacio
semi-solida com fungos (4,84 para o bagago lavado e 3,94 para o bagago sem lavar) e com
uma fonte de carbono representada pelos agticares redutores {0,31% para o bagaco lavado e
25,53% para o bagaco sem lavar) e pela celulose (22,75% para o bagaco lavado e 21,32%
para o bagago sem lavar). O planejamento expenimental mostrou que o processo fermentativo
foi reprodutivo tanto para o bagago lavado como para o sem lavar por apresentarem
coeticientes de variagfio menores que 10% nos experimentos realizados no ponto central. A
maior atividade enzimatica obtida para o bagaco lavado for de 1,173 Ulg em 42 horas de
fermentaclio quando utilizou-se 45% de umidade inicial e 1,00% de adigio de fonte de
nitrogénio e para o baga¢o sem lavar, a maior atividade enzimdtica foi de 1,896 U/g em 18
horas de fermentagio quando utilizou-se 55% de umidade inicial e (,75% de adicdo de fonte
de nitrogénio. A produtividade atingiu maiores valores quando se utilizou 55% de umidade
inicial ¢ 0,75% de adicfo de fonte de nitrogénio tanto para o bagaco lavado como para o
bagago sem lavar, com valores de 0,064 U/g.h e 0,105 U/g.h, respectivamente.

Palavras-chave: celulase, bagago do caju, fermentagdo semi-sélida.
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AMORIM, Beatriz Cavalcanti - Estudo da producio de celulases por fermentiagio semi-
solida em bagaco de caju (dnarcadium Orcidentaile linew) utilizando o microrganismo
Trichoderma sp. Dissertagio de mestrado, UFCG, Programa de Pés-graduagio em
Engenharia Quimica. Area de concentragiio: Recursos Regionais e Meio Ambiente, Campina
Grande/PB, Brasil.

ABSTRACT ~- Despite the widespread use of cellulases, their high cost has made some
processes become expensive. The cashew apple is a lignocellulosic material which has an
estimated production i Brazil around 1.8 million tons/year concentrating primarily in the
Northeast and with industrial use of only 15% of its total. Within this context, this work
aimed to study the production of cellulase by semisolid fermentation of cashew apple waste
using microorganism 7Trichoderma sp. The first step was {o perform a physical-chemical
characterization of cashew bagasse and characterization of the moisture adsorption isotherm
of bagasse at a temperature of 30°C. Then it was studied the semisolid fermentation of the
cashew bagasse for production of the enzyme, using the design methodology of factorial type
2* with three replications at the central point o evaluate the influence of the dependent
variables, initial moisture and concentration of nitrogen source on enzyme activity. The
fermentation process was developed for the cashew bagasse, washed and unwashed, using
the microorganism Trichoderma sp. with a concentration of 107 spores/g at a femperature of
30°C with the initial moisture content ranging from 45, 55 and 65% in wet basis, nitrogen
source concentration ranging from 0.50, 0.75 and 1.00% and samples were collected
throughout the process in order to analyze the pH, moisture, reducing sugars and enzyme
activity, expressed in carboxymethylcellulase until a time of 73 hours. The physical-chemical
characterization showed that the cashew bagasse is a suitable substrate for the production
process of the enzyme cellulase for presenting favorable conditions for the fermentation
process with an acidic pH optimal for enzyme production in semisolid fermentation with
fungi (4.84 for the washed bagasse and 3.94 for the unwashed bagasse) and a carbon source
represented by reducing sugars (0.31% for the washed bagasse and 25.53% for the unwashed
bagasse) and cellulose (22.75% for the washed bagasse and 21.32% for the unwashed
bagasse). The experimental design showed that the fermentation process was reproductive for
both washed bagasse as for the unwashed because they had coefficients of variation less than
10% for replications at the central point. The major enzyme activily obtained for the washed
bagasse was 1.173 U/g in 42 hours of fermentation when il was used 45% ol initial moisture
and 1.00% of added nitrogen source and the unwashed bagasse, the highest activity enzyme
was 1.896 U/g in 18 hours of fermentation when it was used 55% of initial moisture and
0.75% of added nitrogen source. The major productivity oblained for the washed and
unwashed bagasse was when used 55% of initial moisture and 0.75% of added nitrogen
source with 0.064 U/g.h and 0.105 U/g.h, respectively.

Palavras-chave: cellulase, cashew bagasse, semisolid fermentation.
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Capitulo 1 - Inivodugdo

1. INTRODUCAO

As celulases sfo enzimas capazes de hidrolisar a ligagdo {3-1,4-glicosidica da
cadela da celulose, que é o principal componente da parede celular da biomassa vegetal.
Os principais obstaculos & exploragiio em potencial da celulase sio rendimento,
eStabilidade, especificidade e custos de producgio (Md. ef al., 2008).

Essas enzimas tém uma ampla variedade de aplicagfes industriais, sendo
utilizadas como aditivo no preparo de enzimas digestivas, como componente de
detergentes, no clareamento ¢ amaciamento de fibras téxtels, no tratamento de aguas
residuais, na industria de alimentos para aumentar o rendimento da extragfio de amido
Oleos vegetais e como aditivos de raglo animal (Bhat & Bhat, 1997). Atualmente, as
celulases 18m sido bastante aplicadas na produgdo de bioetanol durante a etapa de
hidrélise da biomassa lignocelulésica para converso da celulose em glicose.

Apesar da ampla utilizagdo das cciulaées, o seu clevado custo tem tornado
alguns processos onerosos. Bstudos vém sendo desenvolvidos com o objetivo de
produzir essa enzima através de um processo de fermentagfo semi-sélida em residuos
agroindustriais, diminuindo assim o custo de produgéio da enzima.

No Brasil, devido as suas caracteristicas climaticas, existe abundincia de
matéria—prinﬁ a ser utilizada nos cultivos microbianos para a produ¢@o de enzimas.
“ Além disso, ha uma grande variedade e disponibilidade de recursos naturais renovaveis,
que podem ser transformados, enzimaticamente, em produtos de maior valor agregado,
e de interesse industrial (Palma, 2003). Dessa forma, a utilizagiio de matérias-primas de
baixo custo na produgéio de celulases pode ser uma forma de viabilizar eéonorriicamente
processos que ufilizam essa enzima (Ruggiero, 2002).

Os processos mndustriais, além do produto de interesse, geram multiplas saidas
de outros materiais em forma de residuos e emissdes nio incorporadas no produto final
que geralmente sfo aceitas como efeito normal no proeesso de fabricagio. Porém, nos
ultimos anos tém se intensificado o aproveitamento de residuos, especialmente os
'agroihdustriais tais como, polpa ¢ folhas de café, residuos de frutas, bagaco de
mandioca, farelo de soja, bagaco de cana-de-ag¢icar, polpa de beterraba, ete. Varios
processos biotecnolégicos foram desenvolvidos para uilizar esses materiais na
produgio de 4lcool, enzimas ¢ 4cidos orghnicos, gerando produtos de grande valor

Y
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estabelece uma mudanga de paradigmas no conjunto das atividades econdmicas,
particularmente dos processos de produgfo industrial. FEssa estratégia objetiva a
transformacfio da matéria-prima em bens uteis sem danificar o meio ambiénte,
colocando os resfduos e emissdes como insumos para outros produtos (Israel, 20035).

O pedinculo do caju € um material lignoceluldsico que apresenta uma
estimativa de produgdo no Brasil em torno de 1,8 milhdio de toneladas/ano,
concentrando-se basicamente na regific Nordeste, e com aproveitamento industrial de
apenas 15% do total (Globo Rural, 2005). Na regifio Nordeste o aproveitamento
industrial do caju é feito praticamente do fruto (a castanha) para produqﬁo de castanha
comestivel e em pequena escala do. suce e derivados do pseudofruto (Glebo Rural,
2005). Segundo Holanda & Oliveira (2001) a quantidade desperdi¢ada dessa matéria-
prima répresenta um elevado potencial de uso para conversfio por microrganismos em
bioprodutos.

Uma das formas de agregar valor aos residuos agroindustriais, em particular ao
residuo do caju, ¢ obter enzimas, como, por exemplo, as celulase.s através da
fermentagfo semi-sélida utilizando microrganismos como o agente metabolizador de
agucares e celulose.

A fermentaglio semi-solida € o procesgo em que 08 microrganismos crescem
sobre ou dentro de particulas em matriz sélida, onde o contetdo de liquido ligado a ela
esta em um nivel de atividade de agua que assegure 0 crescimento € o metabolismo das
células sem exceder 4 maxima capacidade de ligagfo da dgua com a matriz séhda (Del
Bianchi ef al., 2001). Devido aos baixos niveis de dgua nesse tipo de sistema, os fungos
filamentosos tém recebido a maioria das atengBes nas atuais pesquisas, pois apresentam
maior capacidade de crescimento em baixas quantidades de agua livre, uma vez que se
adéquam ao meio e excretam grandes quantidades de enzimas nestas condiges.

O Laboratério de Engenharia Bioguimica da Universidade Federal de Campina
Grande (UAEQ/CCT/UFCG) vem realizando pesquisas com o objetivo de desenvolver
novas tecnologias que possam minimizar o desperdicio de residuos agroindustriais que
sfio langados no meio ambiente. Dentre os projetos em desenvolvimento nesse
laboratorio, um dos principais ¢ intitulade Desenvolvimento de Bioprocessos para
Agregagio de Valor a Residuos Industriais do Nordeste, que ¢ desenvolvido por seis
institni¢des nordestinas (UFC/CE, EMBRATPA/CE, UFCG/PB, UFPE/PE, UFRPE/PE ¢
UFRN/RN), dentro da RENORBIO - Rede Nordeste de Biotecnologia. Dentre os
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objetivos do projeto, estuda-se o desenvolvimento de uma tecnologia de produgiio de

enzimas celuloliticas a partir de materiais lignocelulésicos, como o bagago de caju.

1.1. Objetive Geral

Este trabatho teve como objetivo geral estudar a producfo de celulases através
de um processo de fermentagfio semi-sélida do residuo agroindustrial do caju (bagaco)

utilizando como agente metabolizador o microrganismo frichoderma sp..
1.1.1. Objetivos Especificos

- Caracterizagfio fisico-quimica do bagaco seco do caju, lavado ¢ sem lavar:
gfanulometria, densidade aparente, densidade real, porosidade, umidade, pH, cinzas,
solidos soliveis, aguicares redutores e redutores totais, lignina, celulose e extrativos;

- Levantamento das isotermas de adsorg@o de umidade do bagaco seco do caju,
lavado e sem lavar, na temperatura de 30°C; _

- Fermentacfo do bagago seco do caju, lavado e sem lavar, para produgo de
celulases por meto de uma fermentagdo semi-sdhda com o microrganismo Trichoderma
sp. avaliando o pH, a umidade, a concentracfio de agiicares redutores € a atividade
enzimatica, expressa em carboximetilcelulase;

- Utilizagfo da metodologia de planejamento fatorial do tipo 2% com tirés
repetighes no ponto central com a finalidade de observar a influéncia das variaveis
independentes, umidade 1inicial e concentragfio da fonte de nitrogénio, nas varidveis

respostas, atividade enzimdtica (carboximetilcelulase) e produtividade.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Materiais Lignocelulésicos

Os residuos lignocelulésicos, na sua maioria, tém como principais
componentes a celulose, a hemicelulose e a lignina, apresentando baixo teor de
nitrogénio. A proporgéo percentual dos componentes celulose, hemicelulose e lignina,
bem como do teor de nitrogénio dependem do tipo de material, idade e estigio
_ vegetativo (Rajarathnam ef al., 1992).

A celulose (Figura 1) é um polissacarideo estrutural derivado da B-glucose de
férmula (CeH1pOs)n, sendo um polimero de "cadeia longa". A celulose & formada
através da unifio destes mondmeros (B-glucose) através de ligages B-1,4-glicosidicas.
Em termos gerais, a celulose € insolivel e cristalina, caracterizada por regides
cristalinas em grande parte do seu comprimento, entrecortadas por zonas amorfas. Essa
molécula constitui o polissacarideo predominante nos residuos vegetais, representando
entre 30 e 60% do seu peso seco total. E o principal componente das paredes celulares,

responsdveis pela sustentagio vegetal, possuindo uma estrutura altamente resistente.

2
o 2y
H f,o'f !
CH OH oM H 3
H
OH {
){ H OH

Figura 1 — Estrutura da molécula de celulose (Tavares, 2009),

As moléculas de celulose sfo completamente lineares e tem forte tendéncia
para formar pontes de lidrogénio inter e intramoleculares. Feixes de moléculas de
celulose se agregam na forma de microfibrilas na qual regides altamente ordenadas
(cristalinas) se alternam com regides menos ordenadas (amorfas). As microfibrilas

constroem fibrilas e eslas constroem as fibras celuldsicas. Como consegiiéncia dessa
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estrutura fibrosa, a celulose possui alta resisténcia a tragio e é insolivel na maioria dos
solventes.’ _

Outro componente dos malteriais lignoceluldsicos, a hemicelulose, é um
heteropolissacarideo formado por cadeias ramificadas, compostas de hexoses, pentoses,
acido urbnico e aglicares menores, facilmente hidrolisdveis. Essa moiéeula representa o
segundo maior componente dos residuos lignoceluldsicos, chegando até 40% do seu
peso seco (Rajarathnam ef al, 1992). O termo hemiceluloses se refere a
polissacarideos de massas moleculares relativamente baixas, os quais estfo intimamente
associados & celulose nos tecidos das plantas. Enquanto a celulose, como substincia
guimica, contém como unidade fundamental exclusivamente a [-glucose, as
hemiceluloses sfo polimeros em cuja composi¢lio podem aparecer condensadas em
propor¢des variadas de diversas unidades de agicares como mostrado na Figura 2
{Morais et af., 2005).

PENTOSES HEXOSES ACIDOS HEXURONICOS - DEOXIEXOSES
T ,/9“ GO0
H A Qon M d—-D0OH H Don
# H 4 o;? H _FQJ‘ H \i
m?--r H HO i HO H
#-D-xiiose p-D-glucose acidof-D-glucurdnico a-l-ramnose
OH
H COOH W
o |-—0g [ h oy 4 O
LQF;H Y H i D:OH I E,g‘j‘;—oﬂ
HY i oo p H,CO OH HE—"
H oM HooH H o OH OH H

a-D-arabinopirancse  -D-manose dcidoa-D-4-O-metilglucurbnico mi—fucaa&

Q. OH
OH H
H
HO™

O

W OM
o-L-arabinosefurancse  o-D-galaciose acidoa-D-galagturdnico

Figura 2 — Diversas unidades de ac¢ticares (Tavares, 2009).

Observa-se, na Figura 2, que algumas unidades monoméricas possuem apenas
cinco dtomos de carbono, sendo denominadas pentoses, enquanto outras contam com

seis deles, sendo, entfio, denominadas hexoses, gerando, assim, pentosanas (polimeros
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formados pela condensagdo de pentoses) e hexosanas (polimeros formados pela
condensagio de hexoses), respectivamente.

| Isoladas das madeiras, as hemiceluloses apresentam-se como misturas
complexas de polissacarideos, sendo os mais importantes as glicoxilanas,
arabinoglucoxilanas, glucomananas, arabinogalactanas e  galactoglucomananas.
Portanto, o termo hemiceluloses néo designa um composto quimico, mas sim uma
classe de componentes poliméricos presentes em vegetais fibrosos, possuindo, cada
componente, propriedades peculiares. O teor e a proporgdo dos diferentes componentes
encontrados nas hemiceluloses de madeira variam com a espécie e, provavelmente,
também de arvore para arvore. |

O terceiro componente mais importante dos residuos agroindustriais, a lignina,
¢ responsavel, em parte, pela resisténcia mecénica das madeiras e funciona também
como suporte para dispersfio dos metabdlifos excretados pelas células. Ela pode
representar até 25% de toda a biomassa lignocelulosica produzida no planeta e seu teor
nos residuos vegetais pode atingir até¢ 40% do seu peso seco. Juntamente com a
hemicelulose, envolve as fibras celuldsicas, desempenhando as funcdes de cimentante e
preservadora (Pauli, 1997). A lignina forma uma barreira fisica que dificulta a atividade
de inimeros organismos produtores de enzimas celuloliticas, limitando os sitios de
ataques enzimaticos ¢ impedindo a entrada de enzimas de maior pese molecular, devido
ao reduzido tamanho dos capilares da biomassa, restringindo o ataque 4 superficie
externa (Rajarathnam ef al,, 1992). A Figura 3 mosira as estruturas dos precursores
majoritarios da lignina que sio: (a) dlcool cumarilico, (b) alcool coniferilico e (c) dlcool

sinapilico.

UCH; HRCO OCH
OH OH OH

(a) (b) (c)

Figura 3 — Estruturas dos precursores majoritarios da lignina (Saliba ef al., 2001).
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w11, Caiu

i pedanculo do caiu, que possui alta concentragdo em material lignoceluldsico
¢ um dos diversos residuos agroindustriais com potencialidade para serem utiiizagos em
bioprocessos, segundo Tonini (2004).

O cajueiro (Anacardium orcidentalle 1.} pertence a familia Anacardiaceqe. e
uma planta perene, nativa do Brasil e sua exploragio econdmica ¢ uma atividade
relativamente nova, dos anos 1950 e 1960, a qual fot se espalhando em todo o territério
nacional (Assessoria de Comunicacio da Fundacio de Banco doe Brasil, 2607). O
caju € a ségunda fruta com maior drea plantada no Brasil, ocupando uma area de 704
mil hectares, perdendo da laranja, que ocupa mais de 803 mil hectares e ganhando da
banana, que ocupa aproximadamente 505 mii hectares.

No caju, o que se chama de fruta ¢ na verdade o pedinculo (Figura 4 (a)), ou
seja, 0 talo que prende a fruta ao galho e que, estranhamente, no caju ¢ carnudo,
saboroso e aromatico. Esta parte suculenta e refrescante € o pseudofruto do cajueiro
chamado cientificamente pedunculo floral e fem incontaveis usos e, embora alcance
pouco valor no mercado externo, ¢ muito apreciada no Brasil (Vitor Hugo de
Oliveira/EMBRAPA, 2008). O fruto propriamente dito é o que se chama de castanha
de caju (Figura 4 (b)), cwja produgéio ¢ a principal finalidade das lavouras. O fruto do
cajueiro (a castanha)} é definiddo como um aquénio reniforme pendente do pedinculo

floral, e é constituido de trés partes: a casca, a pelicula ¢ a améndoa (Faria, 1994).

: it
Figura 4 — Caju — (a) pseudofruto (pedinculo) ¢ (b) fruto {castanha) (Tavares, 2009).
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O caju € um material que apresenta uma estimativa de produgfio no Brasil em
torna de 1,8 milh@es de toneladas/ano concentrando-se basicamenie na regifio Nordeste
¢ com aproveitamento industrial, de apenas 15 % (Globo Rural, 2005).

Na regifo Nordeste o aproveitamento industrial do caju é feito praticamente do
fruto (a castanha} para produgfio de castanha comestivel ¢ em pequena escala do suco e
derivados do pseudofruto (Embrapa, 2004; Globo Rural, 2005). Segundo Holanda &
Oliveira (2001) a quantidade desperdigada representa um elevado potencial de uso para
conversfio por microrganismos em bioprodutos.

Os componentes presentes no pedinculo variam em fungio da variedade, do
estado de maturagio, do tamanhe, da duragio da colheita e de variages ambientais
regionais, entre  outros fatores. A Tabela 1 apresenta a composigio quimica do
pseudofruto  do caju, o pedinculo suculento, segundo Vitor Hugoe de

Oliveira/EMBRAPA (2008).

Tabela 1 - Composiciio quimica do pedinculo do caju.

Discriminagio Valores médios
Umidade (%) 86
“brix f1
pH 4,2
Acucares redufores (%) 7,9
- Aglcares totais (%) 8.4
Acidez total (%) 3,36
Acido ascorbico (mg/100g) 204
Taninoz (%) 0,35
Calcio (mg/100g) 14,5
Fasforo (mg/100g}) 33
Ferro (mg/100g) 0,36
Proteinas (%) 0,74
Vitamina A (U.L) 11,32
Cinzas (%) 0,38
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Uma das formas de agregar valor aos residuos agroindustriais, em particular ao
residuo do caju, € obter enzimas, como por exemplo, as celulases através da
fermentagio semi-sélida utilizando microrganismos como agente metabolizador de

carboidratos.

2.2. Enzimas Celuloliticas

As celulases sfo enzimas capazes de hidrolisar a ligacio B-1,4-glicosfdica da
cadeia da celulose, que € o principal componente da parede celular da biomassa vegetal.
Os principais obstaculos & exploragio em potencial da celulase sfio rendimento,

estabilidade, especiﬁcidad¢ e custos de produgiio (Md. ef al., 2008).
2.2.1. Classificagiio das Celulases

De acordo com Gilkes ef al. (1991), as celulases sfo descritas como um grupo

complexo de enzimas com acfio sinérgica e que retine-se em:

Endoglicanases (EC 3.2.1.4): sfo enzimas que catalisam a hidrolise interna de
ligacBes B-1,4-D-glicosidicas da celulose. Podem hidrolisar também ligagies $-1,4 em
D-glicaﬁz{s que contenham ligacdes B-1,3. As endoglicanases sdo também conhecidas
como celulases, endo B-1.4 glicanases e carboximetilcelulases. Seu substrato natural € a
celulose e xiloglicana, apresentando especificidade variavel sobre carboximetilcelulose
(CMC), Avicel (celulose eristalina),  glicana e xilana.

Celulose  beta-1.4-celobiosidase (EC 3.2.1.91): conhecida também como

exoglicanase, celobiohidrolase, f-1,4 celobiohidrolase ou Avicelase. Catalisam a
hidrélise de ligacBes fi-1,4-D-glicosidicas na celulose e celotetraose, liberando celobiose
das extremidades ndo redutoras das cadeias.

B-olicosidase (EC 3.2.1.21)%: conhecida como gentobiase, celobiase e

amigdalase, catalisa a hidrélise de residuos p-D-glicose terminais ndo redutores,
liberando [-D-glicose. Apresenta ampla espcificidade por B-D-glicosideos, podendo
hidrolisar também f$-D-galactosideos, a-L-arabinosideos, - B-D-xilosideos e f-

Dfucosideos.
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B-1.3(4)-endo-glicanase (EC 3.2.1.6): conhecida também como f-1,4-
endoglicanase, 3-1,3 endoglicanase ou laminarinase, esta enzima catalisa a hidrélise
interna de ligages f-1,3 ou B-1,4 em da glicose D-glicanas. Tem como substrato a
laminaring, lichenina ¢ D-glicana. £ uma enzima diferente de glicana f-1.3-endo-

Dglicosidase (EC 3.2.1.39), embora ambas hidrolisem o substrato laminarina,
2.2.2. Aplicacdes das Celulases

As celulases tém uma ampla variedade de aplicagdes industriais, sendo utilizadas
como aditive no preparo de enzimas digestivas, como componente de detergerites, no
clareamento ¢ amaciamento de fibras téxteis, no tratamento de Aguas residuais, na
mndistria de alimentos para aumentar o rendimento da extracfo de amido ¢ dleos
vegetais e como aditivos de ragfio animal (Bhat & Bhat, 1997).

A partir de 1980, as celulases foram introduzidas na indisiria téxtil e de
detergentes, passando a ser um importante componente do mercado mundial de
enzimas, ¢ vém sendo usadas também, muilo eficientemente, em detergentes
enzimaticos biodegradaveis (Mitidiert ef al., 2002).

Essas enzimas sfio usadas em vdrios processos da indidstria alimenticia,
principalmente, na exiragio de: componentes do cha verde, proteina de soja, dleos
esscnciais, aromatizantes e do amido da batata doce. Essas enzimas participam, ainda,
dos processos de produciio do vinagre de laranja e do 4gar e na extracio e clarificacfio
de sucos de frutas citricas (Orberg, 1981).

Atualmente, as celulases tem sido bastante aplicada na produgfo de bioetanol
durante a etapa de hidrélise da biomassa lignoceluldsica para conversio da celulose em
glicose que se trata de um aglicar diretamente fermentescivel pela levedura de produgio

do etanol.
2.2.3. Produciio das Celulases por Ac¢io Microbiana

A produgfio de celulases por agiio microbiana tem sido foco de muitos estudos
com o objetivo de estabelecer as melhores condigfes para a produgio dessas enzimas.
Nesse processo de producfo da enzima, um microrganismo é utilizado como agenie
metabolizador de fontes de carbono presentes em urn meio de cultivo, de forma que as
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enzimas sdo sintetizadas e excretadas. Uma vasta gama de microrganismos tem sido
estudada extensivamente de forma a tornar o processo de producio da enzima vidvel
{Tavares, 2009),

Alguns estudos sobre parimetros para obter 0 maximo rendimento das enzimas
celulase por fermentago vém sendo desenvolvidos e percebe-se que a temperatura e o
pH sdo considerados como os parfmetros que mais afetam o processo, juntamente com
a utilizagfio de indutores adequados a este respeito (Muhammad ef af., 2009).

Na forma nativa a celulose ¢ composta por longas fibras cristalinas unidas por
pontes de hidrogénio, e dessa forma, todos os organismos capazes de degradar o cristal
de celulose secretam, em malor ou menor quantidade, complexo multienzimético que
possuem sinergismo e mecanismos diferentes de atuagfic durante a hidrélise da cehulose -
(Beguin, 1990).

Muitos ' substratos sfo utilizados com o objetivo de se obter grandes
quantidades de enzimas celuloliticas por microrganismos (Vitti, 1988; Silva & Dillon,
1988). Os residuos agroindustriais podem ser devidamente moidos ou triturados para
servir como fonte de nutrientes, principalmente de carbono, em uma fermentagiio (Da
Silva er al., 1994). Na maiona dos casos, o simples enriquecimento destes compostos
com fonte de nitrogénio, minerais ou vitaminas & suficiente para produgdo de elevada
atividade enzimatica (Bisaria & Ghose, 1981; Elisashvili, 1993).

A resposta das células flingicas aos diferentes indutores varia dependendo da
concentragio e do tipo do indutér, ou pela presenga de glicose ou outl;os aglicares no
meio de crescimento. Os indutores da sintese de enzimas cefuloliticas tém duas fungdes,
podem servir como fonte de carbono para o crescimento celular, ¢ como indutores da

sintese enzimatica (Gong & Tsao, 1975).
2.3. Fermentacio Semi-Sélida

A fermentagfo semu solida (FSS) é o processo em que 08 microrganismos
crescem sobre ou dentro de particulas em matriz sélida, onde o contedido de liquido
ligado a ela esta em um nivel de atividade de 4gua que assegure o crescimento e
metabolismo das células sem exceder 4 méxima capacidade de ligagfo da agua com a

matriz s6lida (Del Bianchi ef al., 2001).
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Tanto o processo de ﬁarmenta'gﬁo semi-solida quanto o de fermentagiio
submersa apresentam caracteristicas importantes, sendo necessdrio avaliar as vantagens
e desvantagens em cada processo fermentativo, considerando o tipo.de produto desejado
e, principalmente, o grupo de microrganismos a ser utilizado.

O processo de fermentagfio éemi-s()lida tem se mostrado muito promissor no
desenvolvimento de vérios produtos como enzimas (Castilhe, 1997; Couri, 1993;
Martin, 2006; Santos, 2007); 4cidos orginicos (Rodrigues ef al, 2007); aromas
(Uenojo, 2003) ¢ bicherbicidas (Moraes et af., 2007). Os estudos sobre esse tipo de
fermentagfio tém-se intensificado por algumas de suas vantagens: suas necessidades séo
satisteitas com menor infra-estrutura e recursos humanos qualificados relativamente
menores ¢ utilizam-se matérias-primas mais baratas para a produgio enzimatica. Todas
estas vantagens aumentam a economia deste tipo de fermentacfio para a produgio da
enzima. Industrialmente, uma das vantagens mais importantes é que na fermentacio
semi-s6lida, obtém-se um produto concentrado, o que no caso de produgfo de bioetanol,
¢ muito vantajoso (Rajeev ef al., 2009).

Algumas caracteristicas da fermentagio semi-solida sio: alta produtividade,
alta concentragfio dos produtos e também menor requerimento de espago € energia. Por
outro lado, apresentam diliculdades no controle dos pardmefros do processo
fermentativo (pH, temperatura, umidade e crescimento celular) e a necessidade de
volumes relativamente grandes de indculo. Nesse tipo de processo, o pringipal fator
limitante, no entanto, refere-se a dificuldade de vérios grupos microbianos em crescer
sob baixos teores de umidade, o que acaba favorecendo o uso de fungos filamentosos no
processo, devido os mesmo se adaptarem bem a essa condigio (Pandey ef al., 1999),

Os processos de fermentagfio semi-s6lida necessitam de uma selecfio cuidadosa
da matéria~-prima ou substrato, escolha de um microrganismo especifico e controle dos
parmeiros da fermentagéio propriamente dita (Gutierrez-Correa & Tengerdy, 1997).

- Os principais fatores que afetam a sintese microbiana de enzimas em um
sistema de fermentagfio semi-sélida incluem: sele¢fio de um substrato satisfatério e
microrganismo; pré-tratamento do substrato; tamanho de particula (espaco inter-
particula e area superficial) do substrato; umidade e atividade de dgua (a,) do substrato;
temperatuira da fermentagiio; periodo de cultivo; manuten¢fio de uniformidade no
ambiente do sistema em fermentagdo semi-solida e taxa de consumo de oxigénio
(Pandey er al., 1999).
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2.3.1. Umidade ¢ Atividade de Agua

O teor de umidade do substrato ¢ um dos fatores que mais afetam o crescimento
microbiane ¢ a formagdo de produto, pelo fato de determinar a quantidade de 4gua
inicial disponivel para o microrganismo e por fazer com que o substrato se dilate,
facilitando assim, a penetragio do micélio para a utilizacio do subsirato (Murthy ef al.,
1993).

No caso em que o nivel de umidade for elevado, implicard no decréscimo de
perosidade do substrato e ird resultar em uma menor difusio de oxigénio no interior do
meio € conseqglientemente decréscimo de trocas gasosas, além de aumentar o risco de
contaminagfo, principalmente a bacteriana. E quando a umidade for baixa, havera maior
dificuldade na difusfio de nutrientes, resultando em um crescimento do microrganismo
menor do que o possivel e esperado e, conseqilentemente, com menor produciio do
produto desejado (Losane ¢f al., 1985).

O requerimento de Agua pelo microrganismo deve ser definido em termos de
atividade de adgua do meio em lugar da umdade do substrato sélido (Doelle, 1996). A
atividade de 4gua (ay) do meio € 0 parfimetro que fornece a quantidade de dgua ndo
ligada vidvel & disposigiio dos microrganismos (Ramana et al., 1993).

Cada microrganismo tem um nivel de a,, minimo para que possa efetuar suas
atividades metabdblicas e em termos gerais, os fungos possuem uma atividade de dgua
minima de 0,7 (Leitda, 1997).

O estudo da atividade de agua pode ser feito através de isotermas de sor¢io
(dessor¢io e adsorgdo), que permitem a determinagfio do valor de dgua ligada no
subsiratc na monocamada. Essas isotermas de sor¢io podem ser representadas
graficamente uma relagfo entre a umidade de equilibrio expressa em massa de dgua por
unidade de massa de matéria seca com sua atividade de dgua 4 tempeta‘cura constante.
As isotermas podem ser de adsorcfio, onde o material passa pelo processo de
umidificagfio, ou de dessorgfio, processo pelo qual ocorre a secagem do material
(Fennema, 1996).

' O controle da umidade na fermentagfio semi-sdlida pode. ser utilizado para
modificar a produgfio e excreciic de metabdlitos (Pandey, 1992). O metabolismo dos
microrganismos ¢ fortemente influenciado pelas condigfes de atividade de dgua ¢
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através do seu controle, pode-se regular a fermentagfio e formar condicdes favordveis

para a biossintese do produto desejado (Pandey et al, 2001),

232, pH

Durante um processo de fermentacio semi-solida, o controle do pH é um dos
fatores mais criticos, dificilmente sendo conseguido devido 4 heterogeneidade ¢ 2
consisténela do material. Como tentativa de amenizar o efeito de uma variagdo brusca
do potencial hidmgeniﬁﬁi’co, utilizam-se substratos com boa capacidade tamponante ou
a adi¢io de solugBes-tamp@o durante a etapa de umidificacfio do substrato (Losane ef
al., 1985),

O pH ¢ um fator importante em qualquer processo biologico, havendo valores
minimo, étimo e maximo de pH para o desenvolvimento de cada microrganism& De
acordo com Franco ef al. (2001), o pH em torno da neutralidade (entre 6,5 ¢ 7,5) é o
mais favordvel para a maioria dos microrganismos. Ainda comenta que os bolores
podem se multiplicar em valores de pH mais baixos que as leveduras, sendo estas mais
tolerantes que as bactérias a valores baixos de pH.

O pH de um cultivo varia devido as reagBes que ocorrem durante as atividades
metabolicas do microrganismo. Quando acidos orgénicos sfo secretados, como 4cidos
acético ou ldctico, causam o decréscimo do pH. Entretanto, o consumo destes 4cidos
quando presente no meio causa o aumento do pH. A utilizacho de fonte de nitrogémo
causa variagdo de pH: com sais de amdnia o pH geralmente decresce durante o
crescimento celular, devido a formagfio do fon hidrogénio durante o consumo da amonia
¢ quando nitrato serve de fonte de nitrogénio o pH tende a subir (Doelle, 1996).

Xiong ef al. (2004) estudaram a produgio de celulases por Trichoderma reesei
Rut C-30 e relataram que houve uma correlagfio entre o pH inicial do meio ¢ picos de
celulase. A maior produciio da enzima ocorreu quando o pH do meio-contendo lactose
fot ajustado para 4,0 - 4,5, Este estudo sugere também que o pH 4cido do meio induz a

produgio de celulases.
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2.3.3. Temperatura

Em processos de fermentacdo semi-solida, a temperatura é um fator critico
devide ao actimulo do calor perado pelas atividades metabolicas. Nesse tipo de
processo, além da dificuldade de mistura no meio sélido, a maioria dos substratos
utilizados possui baixa condutividade térmica, o que pode gerar gradientes de
temperatura (Pinto er al,, 2006). Como a temperatura afeta direlamente a germinacio
dos esporos, o crescimento e a esporulagdo dos microrganismos bem como a formagfo
do produto, o calor produzido devera ser imediatamente dissipado, para que o awmento
da temperatura ndo prejudique a fermentagio desejada (Del Bianchi ef al., 2001).

Existe uma temperatura minima, abaixo da qual o microrganismo nfio se
desenvolve, uma temperatura 6tima na qual o crescimento microbiano é maximo e uma
temperatura maxima, acima da qual nfo ha crescimento microblano. A grande maioria
dos microrganismos é mesofila, ou seja, a temperatura 6tima de multiplica¢do ocorre
entre 25 e 40°C.

2.3.4. Aeraciio

O fator aeragio é de grande importincia em processos de fermentaclo semi-
sélida, pois o desenvolvimento microbiano requer um grande consumo de oxigénio,
logo a passagem de ar através do meio permite elevadas taxas de crescimento e
produtividade (Pinte ef al., 2006).

De acordo com Correia (2004), a aeragdo cumpre fungbes basicas nesse tipo de
processo como: manter condicdes aerdbicas, eliminar o didxido de carbono formado,

regular a temperatura do substrato ¢ ajustar o nivel de umidade,
2.3.5. Tamanho das Particulas

Segundo Mitchell ef al, 2000, o tamanho ¢ a forma da particula afetam a
relagfio drea superficial e o seu volume, bem como o tamanho e a forma dos espacos
vazios entre as particulas. De acordo com esse autor, o tamanho 6timo da particula deve
favorecer o acesso aos nutrientes e disponibilizacio de oxigénio, No geral, particulas

menores do substrato oferecem drea superficial maior para o ataque microbiano. Porém,
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uma particala de subsirato muito pequena pode resultar em aglomeraciio do substrato
(que pode interferir na respiragio microbiana e podendo resultar em pouco crescimento.
Ao conirario, particulas maiores oferecem melhor aeragiio devido aos espacos entre as

particulas, mas limitam a superficie para ataque microbiano (Pandey et al,, 1999).

2.3.6. Pré-Tratamento

Em processos fermentativos, segundo Del Bianchi er al. (2001), é necessério
um pré-tratamento do substrato para adequar-se as condi¢Ges requeridas para o
crescimento ¢ metabolismo do microrganisme e facilitar a atuagio do microrganismo no
meio de fermentagdo, Os pré-tratamentos mais aplicados sfio: esmagamento, quebra,
moagem e peneiramento do substrato, visando obter uma granulometria ideal ao
processo; suplementagfio de nutrientes ¢ corre¢io do pl, para suprir a deficiéncia de
algum nutriente ¢ adequar as condigdes de crescimento microbiano; hidrélise 4cida ou
alcalina de material celulésico buscando favorecer a atuagdo da enzima; embebicio,
para regular o teor de umidade tmcial do substrato; vaporizagdo ou aquecimento,
visando a gelatinizagfo ou inchamento do substrato; adi¢io de agente seqiiestrante, com
o objetivo de remover ion metalicos que podem reduzir o rendimento do processo; ¢
processo de esterilizagfio, buscando reduzir ou eliminar possiveis contaminagBes.

Na produgdo de celulases, o tratamento que tem sido bastante avaliado é a
hidrolise dcida ou alcalina do material celuldsico buscando remover a lignina presente
‘no substrato para facilitar a sintese da enzima. Aguiar ¢ Menezes (2000) avaliaram o
processo de produgdio de celulases e xilanases em bagaco de cana sob (rés formas: a
primeira fo1 o bagaco de cana sem pré-tratamento, a segunda foi ¢ bagago de cana
tratado com hidréxido de sédio a 4% e a terceira foi o bagaqo de cana tratado com
hidroxido de sddio 4%, 4cido fosférico PA e vapor. Os autores perceberam que a
produgdo de endoglicosidade nfio sofreu influencia dos pré-tratamentos e que o pré-
fratamento com hidréxido de s6dio a 4% promoveu maior indugdo de sintese de celulase

total.
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2.3.7. Microrganismo

Devido aos baixos niveis de dgua em sistemas de fermentacfo semi-solida, os
fingos filamentosos tém recebido a maioria das atengdes nas atuais pesquisas, pois
apresentam maior capacidade de crescimento em baixas concentracdes de dgua livre,
uma vez que se adéquam-se ao meio e excretam grandes quantidades de enzimas nestas
condigbes. Nesse tipo de fermentacfio, o crescimento acontece pela extensdo das pontas
das hifas sobre a superticie solida, sendo a diregdo e a velocidade do crescimento
determinadas pela disponibilidade dos nutrientes, bem como pelas caracteristicas do
substrato (Losane ef al,, 1985). As hifas crescem ao longo da superficie da particula
sélida umida utilizando o filme Hquido como fonte de umidade e nutrientes ¢ os poros
do substrato como espago para o crescimento em busca de novos nutrientes.

Para fungos filamentosos, as condigdes de crescimento em fermentagio semi-
solida se aproximam mais do habitat natural que as observadas em meios de cultura
submersos. Desta forma, estes tipos de microrganismos s3o capazes de produzir e
excretar grandes quantidades de enzimas (Castitho ef al., 2000).

De acordo com Pinto (2003), o proprio modo de crescimento dos fungos gera
uma vantagem sobre os microrganismos unicelulares. A combinagfo de proiongamen‘io
da regifio apical e a geracfio de novas hifas permitem aos funpgos uma rapida colonizagéo
em substratos sélidos, além de uma melhor utilizagfo dos nutrientes disponiveis. De
forma coordenada ao crescimento, os metabdlicos excretados pelo microrganismo
permitem a penetracfio das hifas nas particulas sélidas, o que aumenta o contato e a
disponibilidade dos substratos macromoleculares, bem como a assimilagio e
metabolizaciio dos nutrientes.

Os fungos sfio os mais importantes microrganismos utilizados pela industria na
produgfic de enzimas (Novo Nordisk, 1996; Menezes, 1997} ¢ os principais
celuloliticos produtores de celulases e xilanases incluem: Trichoderma reesei (também
denominado Trichoderma viride), Trichoderma kowningii, Trichoderma lignorum,
Sporotrichum  pulverulentum  (também  denominado  Chrysosporum  lignorum),
Penicillium funiculosum, Penicillium iriensis, Aspergillus sp., Schizophyltlumm sp.,
Chaetomium sp. (Bisaria & Ghose, 1984) e Humicola sp. (Da Silva et al, 1994),

Algumas leveduras como as do género Trichosporium sp. também s@io produtoras de
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xilanases e celulases, assim como diversas espécies de Aspergilius produzem altos
niveis de f-glicosidase (Stevens & Payne, 1977).

' Segundo Bigelis (1993), celulases produzidas por Aspergillus niger podem ser
utilizadas em usos alimenticios e produzidas por Trichoderma viride devem ser
utilizadas para aplicagfies nfio alimenticias, embora ambas possam cumprir muitas

1arefas.
2.3.8. Indculo

I3 necessario otimizar a concentragiio de indculo nas fermentacdes semi-solida,
uma vez que uma baixa concentra¢io de indculo pode favorecer o desenvolvimento de
microrganismos indesejaveis e formar pouca biomassa. Por outro lado, um inéculo com
elevada concentragio de esporos pode exaurir o meio para a formacio de biomassa,
reduzindo a quantidade de produto desejado. Caso se deseje a produciio de biomassa é
recomendado o emf)rego de indculo elevado para evitar contaminantes, no entanto,
deve-se ter cuidado para ndo elevar muito o custe de produclio com a preparagfio de

méculo (Mudgett citado por Perazzo Neto, 1999).
2.3.9. Substrato

O meio de cultura em um processo de fermeniacio semi-sélida é um fator tdo
importante quanto os citados anteriormente. Nem sempre o meio que permite o methor
desenvolvimento do microrganismo favorece a formacfo dessas enzimas. A produgio
otimizada ¢ os parimetros que afetam a sintese enzimdtica devem ser inv'estigadus
sempre, pois as condigBes Otimas variam entre os diferentes microrganismos, assim
como para diferentes enzimas e para os diferentes substratos (Bravo et al., 2000).

Nos Gltimos anos, estudos vém mostrando que os residuos agroindustriais sfo
adequados para processos de fermentaco semi-solida, como por exemplo, a produgio
de enzimas. A escolha de um substrato para esta finalidade depende de varios fatores,
principalmente relativo ao custo e disponibilidade, envolvendo assim diversos destes
residuos (Pandey ef al., 1999).

Em processos de fermentagio semi-solida, o material s6lido atua como fonte de

nuirientes para a cultura de microrganismos e também como suporle para as células
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(Pandey, 2003). Segundo Pinto er al. (2006) farelos, cascas, bagagos de frutas da
agroinduisivia (maga, maracujd, pedunculo de caju) e outros sdo materiais considerados
vidvels para a biotranstormagio, entretanto, em alguns casos, muitos substratos solidos
sfio complementados com fontes soliiveis de nitrogénio durante a sua preparagfio, ja que
o mitrogénio é um nutriente importante no desenvolvimento microbiano (Mitchell ef al.,
2000). Além do nitrogénio, outras fontes de nutrientes precisam estar presentes no
substrato como a glicose, a sacarose, a maltose, e ainda ouiros compostos organicos
mais complexos, por exemplo, amido e celulose (Pelezar ef al., 1980).

Gong & Tsao (1975)' observaram que indutores da siniese de celulases
incluem celulose, derivados de celulose, celobiose, soforose e lactose. A resposta das
células fingicas aos diferentes indutores varia dependendo da concentrago ¢ tipo do
indutor, ou pela presenga de glicose ou outros aglicares no meio de crescimento. Os
indutores da sintese de enzima celulolitica t8m duas fungdes, ou seja, podem servir
como fonte de carbono para o crescimento celular, ou mesmo como indutores da sintese

enzimatica.

2.4. Trabalhos Desenvolvidos para Produciio de Celulases

Gupta & Madamwar (1997) estudaram uma cultura mista de Aspergillus
ellipticus e Aspergillus fumigatus desenvolvida em bagaco de cana pré-tratado com
soluglo de hidréxido de calcio a 2% e perceberam que esse processo foi favordvel &
produciio de celulase e f-glicosidase, apds 8 dias de fermentagio.

Abdelnasser ez al. (1997) testaram trés fungos: Phanerochaete chrysosporium
NRRL 6359, Phanerochaete chrysosporium NRRL 6361 e Coriolus versicolor NRRL
6102, quanto as suas capacidades de produzir xilanase e celulase, em residuos agricolas
(bagaco de cana tratado e nfo tratado, palha de trigo, espigas de milho, cascas de arroz ¢
celulose em pé) ¢ perceberam que espigas de mitho, palha de trigo e bagaco de cana
tratado promoveram maior indugfo enzimatica.

Estudos de atividade celulolitica utilizando o fruto da palma em fermentagfo
em estado solido apresentaram a matior atividade de celulase com 8,2 FPA/g apos quatro
dias de fermentagdio. Segundo os autores, os resultados indicaram que a atividade

celulolitica comegou a diminuir ap6s 4 dias e continuou um declinio gradual até o
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ﬁlt_inio dia de fermentagio (15 dias). Essa diminui¢fo na atividade de celulase pode ser
atribuida ao efeito cumulativo de oligossacarideos especialmente celobiose, um dimero
de glicose, que é conhecido por inibir tanto endoglucanase como B-glucosidase (Md. ef
al., 2008).

Joglekar & Karanth, citados por Vitti (1988), verificaram que o
desenvolvimento de Penicillium funiculosum UV49 em algodio, papel de filtro, bagaco
de cana e carboximeti] celulose fol pequeno e a atividade celulolitica baixa. Porém
Dekker, citado por Vitti (1988), observou que as celuloses que nfio sfo facilmente
hidrohsadas pelas celulases, como Avicel, algodfio, celulose em pd e carboximetil
celulose parecem ser os melhores substratos para induzir a formagio de celulase.

Uma lnhagem de Chaetomium globosum apresentou bom crescimento e
substancial quantidade de celulase em fibras deslignificadas de palma, produzindo
extrato celulolitico cujas atividades de celulase total, endoglicanase e B-glicosidase
foram 1,4, 30,8 ¢ 9,8 Ul/mlL,, respectivamente (Umikalson er al., 1997).

Segundo Gutierrez-Correa & Tengerdy (1997) o bagago de cana, em cultura
mista de Trichoderma reesei LMUC4H e Aspergillus phoenicis, induziu a produclio de
celulase total atinginde 13,4 Ul/g, ap6s 120 horas de incubacio a 30°C.

Aguiar & Menezes (2000) avaliaram a produgfio de celulases e xilanases de
Aspergillus niger 1729, crescido sobre bagaco de cana, quimicamente tratado, como
substrato. O bagaco de cana fol utilizado de trés formas: na primeira, o bagago fol
utilizado sem fratamento, na segunda, o bagago foi tratado com uma solugdo de
hidroxido de sédio a 4%, e na terceira, o bagaco foi tratado com uma solugio de
hidroxido de s6dio a 4%, acido fosforico PA e vapor. A produgio das enzimas
celuloliticas (celulase total, endoglicanase e 3-glicosidase) e xilanases foi observada nag
trés formas em que o bagago foi utilizado. O tratamento com solugéo de hidréxido de
sodio a 4% promoveu maior indugfio de sintese da maioria das enzimas, com excecdo de
B-plicosidase, a qual apresentou producfio semelhante para os bapagos tratados
quimicamente. Para a endoglicosidade percebeu-se que as atividades enzimaticas
obtidas para o bagago sem tratamento e¢ com os dois tratamentos quimicos, nfo
apresentaram diferencas significativas apesar de o teor de lignina serem diferentes.

O estudo da produgfio da enzima celulase empregando 7. reesei Rut C-30 em

farelo de trigo, quimicamente tratado, como substrato, demonstrou niveis aprecidveis de
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atividade de endoglucanase (0,45 U/mL) através do método CMCase (Rajeev ef al.,
2009). |
Victor ef al. (2003) éb‘tiveram 0,0743, 0,0573 ¢ 0,0502 Ul/mlL de celulase
dentro de 120h de fermentag:ﬁq quando serragem, bagaco de cana e sabugo de milho,
respectivamente, foram utilizadas como substratos a partir de uma cepa de Aspergillus

Jlavus.
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3. MATERIAL E METODOS

Os experimentas deste trabalho foram realizados no Laboratério de Engenharia
Bioquimica (LEB) da Unidade Académica de Engenharia Quimica da Universidade
Federal de Campina Grande, no Laboratério de Controle Bioldgico (LCB) da Embrapa
Semi-Arido e no Laboratério de Microbiologia do Instituto Federal de Educagio,
Ciéncias e Tecnologia do Sertdo Pernambucano.

As metodologias empregadas ao longo dos experimentos foram baseadas em
estudos antertormente realizados no Laboratério de Engenharia Bioquimica (LERB) da
Unidade Académica em Engenharia Quimica da Universidade Federal de Carhpina
Grande. Neste laboratério tem sido desenvolvidas diversas pesquisas utilizando residuos
agroindustrias como matéria-prima em fermentag@es semi-sélidas tais como: produgio
de enriquecidos nutricionais para ragfio animal com cacticeas como a palma forrageira e
o mandacaru sem espinho e a produgiio de enzimas pectinoliticas a partir de bagagos

‘como o de caju ¢ de maracuja.
3.1. Preparo do Substrato

O residuo agroindustrial utilizado foi o residuo do pedunculo do caju que foi
cedido pela industria de produgdo de polpas de frutas, FRUTNAT, localizada na cidade
de Campina Grande, Paraiba.

O substrato utilizado no estudo da produgfio das celulases deste trabalho foi
tratado de duas formas diferentes: lavado e sem lavar. Para o bagaco sem lavar (Figura S
(b)), o residuo agroindustrial cedido pela industria de polpas de frutas foi submetido a
um processo de secagem em um secador de leito fluidizado a uma temperatura de 55°C
e com uma velocidade de secagem de aproximadamente ! m/s até atingir massa
constante, processo este que durou aproximadamente 5 horas. Apés atingir massa
constante, o residuo foi colocado em um dessecador, até atingir a temperatura ambiente
e for entio moido em um moinho de facas. Por fim, todo o bagago sem lavar foi
homogeneizado, dividido em sacos plasticos do tipo ZIP-PLOT e armazenado em estojo

térmico contendo silica gel até o momento de ser utilizado.
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Para o bagago lavado (Figura 5 (a)) o processo foi semethante ao bagaco sem
lavar, mas nesse caso, o residuo cedido pela indistria de polpas de frutas foi submetido
a um processo de lavagem com agua destilada até que todos os solidos solveis,
presentes no bagago, remanescentes do processo de beneficiamento industrial do caju
lossem removidos, o que foi constatado através da analise do “brix do lixiviado do
processo de lavagem. Em seguida, o residuo foi submetido ao mesmo processo de
secagem, moagem ¢ armazenamento que o bagaco sem lavar. O processo de lavagem do
residuc do caju teve como objetivo remover todos os accares contidos no substrato

para avaliar a sua influéncia no processo de produgio das celulases.

(a) (b)

Figura 5 — Aspecto do bagago de caju lavado (a) e sem lavar (b).

O material utilizado nesse estudo foi amostrado segundo o método do
quarteamento, de acordo com a NP-1379 (NP, 1976). O material foi vagarosamenie
niisturado para evitar compactacfio das particulas menores, ¢ entdo amontoado em
forma de cone. O monte em cone foi achatado e dividido em quatro partes iguais, sendo
recothidas duas partes diagonalmente opostas que constituiram a amostra reduzida. Fste

processo foi repetido até obter a quantidade de material necessaria para as analises.

3.2. Caracterizaciio Fisico-Quimica

A caracterizaco fisico-quimica do bagago do caju foi realizada tanto para o

bagaco lavado quanto para o bagago sem lavar, em triplicata, e fot feita quanto a
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granulometria, densidade aparente, densidade real, porosidade, umidade, pH, cinzas,
sélidos soluveis, agiicares redutores e redutores totais, lignina, celulose e extrativos, de

acordo com as metodologias descritas ao longo deste capitulo.
32.1. Granulometria

O perfil granulométrico do bagaco de caju, lavado e sem lavar, foi determinado
pesando 50 g do bagago em uma balanca analitica, e transferindo para um agitador de
peneiras PRODUTEST na freqiiéncia 50 rpm por treze minuios, em jogo constituido por
sete peneiras, seguindo as recomendagdes da NBR — 7181 da Associacfio Brasileira de
Normas Técnicas (ABNT, 1984): 14 mesh (1,180 mm), 20 mesh (0,850 mm), 24 mesh
(0,710 mm), 35 mesh (0,425 mm), 42 mesh (0,355 mm), 65 mesh (0,212 mm) e 115
mesh (0,125 mm). O material retido em cada peneira foi pesado e os resultados

expressos percentualmente em relacfio ao peso da amostra analisada.
3.2.2. Densidade Aparente

A densidade aparente do material foi determinada seguindo a metodologia
descrita em Brasil (2005), na qual foram pesados 100 g (m,) do material e em seguida
colocados em uma proveta, sem que houvesse compactacio, para determinar o volume

ocupado (V). O valor da densidade aparente fo1 obtido seguindo a Equagéo 1.

m, {g)

Densidade Aparente (g/om’) =
p (g/em’) 7 om)

(1

3.2.3. Densidade Real

A densidade real do bagago de caju, lavado e sem lavar, foi determinada a
partitr da relagio entre a massa e¢ o volume ocupado pela amostra, através do
deslocamento de um fluido de volume conhecido, que nesse caso foi o éleo de cozinha.
Inicialmente colocou-se o 6leo em wma proveta e mediu-se o volume ocupado (Vy), em
seguida adicionou-se uma massa conhecida do bagago (ma) e esperou-se que a mesma

se depositasse totalmente no fundo da proveta. Por fim, mediu-se novamente o volume
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indicado na proveta (V2), e o volume real do material em andlise foi determinado pela
diferenga dos volumes (Vy — Vy). O céleulo da densidade real foi determinada pela

Equagéo 2.

Densidade Real (g / cm’y = —"4.8) 3 2)
(V,-V,)(em”)

3.2.4. Porosidade

A porosidade do material foi determinada seguindo a metodoiogia descrita por

Keey (1991), como mostrado na Equagio 3.

Densidade Aparente
Densidade Re al

Porosidade =1 -

(3)
3.2.5. Umidade

A determinagdo da umidade do material foi realizada seguindo-se a
metodologia deserita em Brasil {2005). Para o desenvolvimento da metodologia foram
pesados 3 g do material (ma) em um cadinho de porcelana previamente seco e tarado.
Em seguida, levou-se as amostras para uma estufa sem circulagfo forgada de ar a uma
temperatura de 105°C até atingir massa constante. Apds a secagem, o material foi
colocado em um dessecador no qual permaneceu até resfriamento tol'al da amostra e por
fim, pesou-se a amostra seca {(in;). A umidade, em base Omida, foi determinada

seguindo a Equacio 4.

Uy (%) = 222 100 @)

m,
3.2.6. pH

O pH do bagago de caju, lavado e sem lavar, foi determinado seguindo a
metodologia descrita em Brasil (2005), na qual foi preparada wna suspensio de 2 g de
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amostra com 20 ml de agua destilada. Apbs completa homogeneizacio a suspenséo fol

deixada em repouso por 30 minutos e em seguida o pH foi medido diretamente em um

potencidmetro digital.
3.2.7. Cinzas

O teor de cinzas contidos no bagaco de caju, lavado e sem lavar, foi
determinado seguindo a metodologia descrita em Brasil (2005). Para o
desenvolvimento da metodologia, um cadinho de porcelana foi colocado em vma mutla
a uma temperatura de 550°C por aproximadamente 5 horas. Apés esse tempo, o cadinho
foi cofecado em um dessecador até toial resfriamento e pesado. Em seguida, colocou-se
no cadinho aproximadamente 3 g do material a ser analisado (ma) e levou-o para uma
estufa a 105°C até atingir massa constante. Apds as 24 horas, o cadinho foi levado para
a mufla por 5 horas, colocado para esfriar em um dessecador e pesado. O cadinho foi
levado novamente para a mufla por 30 minutos e repetiu-se o procedimento de pesagem
até que a amostra atingisse massa de cinzas constante (mc). O teor de cinzas foi

calculado seguindo a Equagho 5.

Cinzas(¥%) = ¢ x100 (s)
m,

3.2.8. Sélidos Solaveis ("brix)

O teor de sélidos soluveis contidos no bagaco de caju, lavado e sem lavar, fot
determinado seguindo a metodologia descrita em Brasil (2005), na qual uma amostra de
1 g foi misturada a um volume de 4gua destilada (Fp) que fornecesse uma leitura que
estivesse dentro de uma faixa linear. Apds completa homogeneizaciio, a suspensio foi
deixada em repouso por 30 minutos e filtrada em gaze e algod@o. Por fim, foi realizada
a leitura do “brix em um refratdmetro de Abbe e o teor de solidos sohiveis do material
em analise for delerminado muliiplicando a leitura do equipamento pelo fator de

dilui¢do, seguindo a Equagéo 6.
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“brix = Leitura(%e) x F, | (6)
3.2.9. Acucares Redutores e Redutores Totais

A concentragio de aclcares redutores e redutores totais foi determinada
seguindo a metodologa descrita por Miller (1959), com algumas adaptagdes, a ¢ual
baseia-se na redugio do acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS) a 3-amino-5-nitrosalicilico,
simultaneamente com a oxidacfio do grupo aldeido do agtcar a grupo carboxilico.

Para o desenvolvimento da metodologia foi pesada uma massa da amostra (ma)
em balanca analitica e adicionado um volume de 4dgua destilada (V) de forma que a
absorbancia lida no espectrofotdmetro estivesse dentro da curva de calibragfo para que
a concentragdo de agucares redutores ¢ redutores totais pudesse ser calculada com base
no fator de conversdo (F¢) da curva de calibragio realizada previamente. |

Para a determinac¢fo dos aghcares redutores, 1 mL do extrato de agicares foi
colocado em um tubo de ensaio com ! mlL do DNS e levados & fervura em banho maria
por exatos 5 minutos. Em seguida, o tubo de ensaio foi resfriado em dgua fria e
adicionou-se 8 ml. de dgua destilada. A leitura da absorbincia da amostra foi entéo
realizada em um espectrofotdmetro UV-Vis em um comprimento de onda de 540 nm,
previamente zerado com uma amostra em branco que foi submetida ao mesmo
procedimento, mas ao invés de 1 mL de extrato de agicares, foi utilizado 1 mL de agua
destilada que foi o fluido utilizado na extragéo dos aglcares presentes na amosira a ser
analizada.

A concentragiio de agucares redutores totais foi determinada seguindo a
metodologia descrita em Somogy-Nelson (Demiate ef al., 2002) adaptado por Correia
(2004). Para o desenvolvimento da metodologia, realizou-se uma hidrdlise dcida no
extrato de aglicares, colocando em um tubo de ensaio | ml. do extrato de aglcares com
I ml. de acido cloridrico a 2 N e levando a fervura por exatos 5 minutos. Em seguida, o
hidrolisado foi resfriado em 4gua fria e neutralizado com vm volume de hidréxido de
sédio a 1 N, o que gerou um fator de dilui¢fio do extrato de agiicares devido a hidrdlise e
A neutralizacdo (Fp). Por fim, seguiv-se 0 mesmo procedimento que foi utilizado para a
andlise de ag¢icares redutores (Miller, 1959), colocando 1 ml. do hidrolisado no lugar

de 1 mL do extrato de agticares.
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Os resultados de aglcares redutores e redutoes totais foram expressos em
gramas de aglicares redutores e redutores totais por grama de amostra analisada,

seguindo as Equacdes 7 ¢ 8.

Absorbdnicax F. x10xV, 7
m, x 1000

AR(g 4 /g,-{) =

Absorbinicax F,. x10x 'V,

ART(g yr 1 24) = m, x1000 e
e

&)

3.2.10. Lignina

O teor de lignina presente no bagaco de caju, lavado e sem lavar, foi
determinado seguindo a metodologia descrita por Milagres ef al. (1994). Para o
desenvolvimento da metodologia, pesou-se 10 g da amostra, sendo envolto em papel de
filtro e deixado num sistema de banho, utilizando ciclo-propano e édlcool etilico, por
aproximadamente 6 horas. Em seguida, o bagago foi seco em estufa durante 24 horas.
Da amostra lavada e seca, foi pesado 2 g e posto em um erlenmeyer de 250 mL
adicionando 15 mL de H,SO4 (72%), mantendo-o sob agitacio durante 2 horas. Apos
esse tempo a pasta negra foi transferida quantitativamente para um balfo volumétrico de
I litro de um sistema de refluxo, utilizando 560 ml. de 4dgua destilada ¢ deixando
refluxar por 4 horas.

A lignina insoldvel (L)) foi filtrada empregando um cadinho de Gush, com
kitassato, aclopado a uma bomba de vécuo, sendo posteriormente seca e pesada.

A iignina solivel (Lg) foi determinada medindo-se a absorbdncia nos
comprimentos de onda de 280 e 215 nm do filtrado e o calculo é fetfo com base na

Equacio 9.

4,53(Absorbdncia,,s,, — Absorbdncia,s,,, ) )
300

L(g/L)=
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O teor de lignina total na amostra analisada ¢ determinada pela soma da lignina
insoluvel, apds transformacio de unidade de concentragiio para unidade de massa, e

lignina solivel, como mostrado na Equacfo 10.
Le(g)=L, + Ly (19)
3.2.11. Celulose

O teor de celulose contido no bagago de caju, lavado e sem lavar, foi
determinado conforme a metodologia descrita por Xu ef al. (2006). Para o
desenvelvimento da metodotogia, isolou-se a celulose do bagaco utilizando-se uma
mistura de Acido acético a 80% com écido nitrico a 70% na propor¢ao de 10:1 {(v/v). A
amostra foi entfio digerida por 20 minutos em uma manta aquecedora A temperatura de
110 a 120°C sendo adicionado hidréxido de sodio para precipitacfio da celulose. O
precipitado foi separado e determinado gravimetricamente como celulose total (ABNT

NBR-14032,1998; Fengel and Wegener, 1989).
3.2.12. Extrativos

O teor de extrativos contidos no bagaco de caju, lavado e sem lavar, foi
determinado empregando um aparelho de Soxhlet, sendo utilizados 5 g de amosira e
200 ml de etanol-ciclohexano & uma propor¢iio 1:2 (v/v). As particulas foram
acondicionadas em um cartucho confeccionado com papel de filtro e colocadas dentro
do Soxhlet. O solvente foi colocado em um baldo de 250 mL, de massa seca conhecida,
e o material fo1 extraido por 6 horas. Apds o banho, o material for levado a estufa até
atingir massa constante. Por diferenca de massa obteve-se o valor de extrativos em
gramas e dividindo-se pela massa da amosira analisada, obtem-se o teor de extrativos

em percentual.
3.2.13. Isoterma de Adsorgiio de Umidade

Para o levantamento da isoterma de adsorgfio de umidade do bagaco de caju

lavado e sem lavar, inicialmente foram preparadas amostras de 5 g de bagago com
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diferentes volumes de 4dgua destilada, variando de 0 a 5 mL/5 g de bagago, de modo a
simular as condi¢8es de incubagdo de uma fermentacio semi-solida. Apds umidecido,
cada amostra preparada foi colocada na geladeira em recipientes herméticos e deixados
- por 24 horas em repouso para uniformizar o meio.

Ap6s as 24 horas, foram feitas as analises de atividade de dgua e de umidade de
equilibrio do material. A atividade de dpua das amostras foi analisada diretamente em
equipamento Thermoconstanter Novasina RTD 200 TH2, na temperatura de 30°C que ¢
a teinperatma que foi utilizada na produgiio da celulase. E as andlises de umidade de
equilibrio foram feitas seguindo a metodologia deserita em  Brasil (2005)
semelhantemente com a utilizada na caracterizagfio fisico-gquimica.

A partir dos dados de atividade de 4dpua e da umidade de equilibrio, foram

construidas as isotermas de adsorgio de umidade do material.
3.3. Processo Fermentativo
3.3.1. Planejamento Experimental

Para o estudo da produgfie de celulases, foi realizado um planejamento fatorial
do tipo 2* com trs repeti¢Bes no ponto central, totalizando 7 ensaios, sendo estes
reatizados de forma aleatéria.

No planejamento experimental, as varidveis independentes foram a umidade
inicial (U;) do material a ser fermentado e a concentracfo de fonte de nitrogénio (sulfato
de aménio), por ser este um nutriente importante no desenvolvimento microbiano, Os
valores adotados para as varidveis foram baseados nos valores estudados por Tavares
(2009) na produgio de celulases com bagago de caju, lavado e sem lavar, e no trabalho
desenvolvido por Santos (2007) que estudou a influéncia da concentragfio da fonte de
nitrogénio ¢ da umidade inicial sobre a producfio de pectinases utilizando bagage de
caju, lavado e sem lavar, ambos com Aspergillus niger.

O plangjamento experimental seguiu os niveis estipulados na Tabela 2 e a
matriz do planejamento estd apresentada na Tabela 3 que aprésenta as variaveis
utilizadas no planejamento, bem como suas codificacles e os niveis. A andlise do

planejamento experimental foi realizada utilizando-se o software Statistica 5.0.
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Tabela 2 — Niveis do planejamento experimental.

Varidvel (-1) {6) (+1)
Upy. (%) 45,00 55,00 65,00
N (%) 0,50 0,73 1,60

Tabela 3 — Matriz do planejamento experimental fatorial 2° com trés repetigfes no

ponto central.

Ensaio Uy, (%) N (%)
1 -1 (45,00) -1 {0,30)
2 +1 (65,00) -1 (0,50)
3 -1 (45,00) +1 (1,00)
7 1 (65.00) +1(1,00)
5 0 (55,00) 0(0,75)
6 0 (55,00) 0¢0,75)
7 0 (55,00 0 (0,75)

3.3.2, Microrganismo e Indculo
3.3.2.1. Microrganismo

O microrganismo utilizado fol o fungo filamentoso da linhagem 7richoderma
sp. pertencente a colegio da Embrapa Agroindistria Tropical, com sede em
Fortaleza/CE que foi armazenado no Laboratéric de Engenharia Bioquimica
(LEB/UAEQ/UFCQG) em tubos de ensaio com tampas rosqueadas estocados a -18°C,

De acordo com procedimento adotado por Couri (1993), os conidios foram

ativados em duas etapas de transferéncia, usando um meio basico formulado no

laboratorio do CTAA. Neste melo a pectina € a tinica fonte de carbono, como mosirado

na Tabela 4.
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Tabela 4 — Composi¢iio do meio bésico.

COMPONENTES (GRAU p.a.) CONCENTRACAO (/1)
Pectina Citrica | ' | 10,00
NaNO; | 3,00
KHPO, ' 1,00
MgSOq 0,50
KCi ' 0,50
FeSO4.7H,0 0.0l
Agar-Agar - : - 20,00
Agua destilada o q.5.p.

Fonte: Couri (1993).

O meio foi preparado dissolvendo a pectina em agua destilada sob agitagdo
vigorosa, Posteriormente, os outros componentes foram adicionados, e o meio
transferido para um balfio volumétrico de 1,00 L. Em seguida, aferiu-se o balfo
volumétrico e o meio foi levado a fervura para cozimento do Agar. Distribuiu-se 0 meio
em tubos de ensaio (18x180 mm), nos quais foram adicionados 20 ml. do meio ¢
tampados com rolhas de algodde envolvidos em gaze. O meio foi entdo esterilizado em
autoclave durante 20 minutos a 0,5 atm e, ainda i;tlente, inclinado.

Apds resfriamento do meio de cultura contido nos tubos de ensaio, 0s conidios
foram retirados do solo, com o auxilio da al¢a de platina, e transteridos para o meio de
cultura sendlo incubados por cinco dias em estufa a 30°C, obtendo-se assim o primeiro
repique.

Partindo do primeiro repique, foi obtido o segundo repique. Para tanto, com
auxilio da alca de platina, os esporos foram transferidos para o meio basico, descrito
anteriormente, e incﬁbados, novamente, a temperatura de 30°C durante cinco dias. Cada
repique pdde ser mantido sob refrigeracfio por um periodo de quatro meses e seguindo
este procedimento cada suspenséo de conidios no solo somente pdde ser usada 4 ou 5
v_:azé-s, e depois descartada. | |

 Para produgdo de grande quantidade de conidios foi utilizado o meio de sabugo
de mitho. O Sabugo ¢ apropriado para este fim, uma vez que o fungo cresce em uma

superficie maior ¢ conseqgiientemente aumenta a esporulagfio. Este meio de cultura foi

32

Beatriz Cavalcanti Amorim, 2010



Capitulo 3 - Material ¢ Mérodos

preparado de acordo com protocalo da Embrapa/CNPAT, no qual primeiro prepara-se
as seguintes solugbes:

- Solu¢do A: pesou-se 20 g de fosfato de potdssio monobdsico, dissolveu em dgua
destilada e transferiu-se para um balfio volumétrico de 100 mL e aferiu-se.

- Solugio B: pesou-se 3,96 g de sulfato de zinco e dissolveu em um pouco de dgua
destilada. Adicionou-se 4,60 g de sulfato de ferro, 0,01 g de sulfato de manganés e 0,5
ml. de acido sutfurico (95 — 97%). Apds completa dissolugfio, avolumou-se a 100 mL
com agua destilada. |

- Solucdo umidificante: pesou-se 2,8 g de peptona em um pouco de agua destilada,
transferiv-se para um balfo volumétrico de 50 ml.. Adicionou-se 0,19 mL da solugiio A
e 0,025 mL da solugo B, avolumou-se ¢ homogeneizou.

' Apds o preparo das solugdes, pesou-se 4,6 g de sabugo de miltho seco ¢ moido
{(com granulometria de aproximadamente 1 cm) em erlenmeyers de 125 mb e
adicionou-se 6 mL da solugio umidificante, para cada erlenmeyer. O frasco foi tampado
com tampdo de algodio envolvido com garve, homogeneizado e esterilizado em
autoclave por 1 holra al atm.

Para inoculagio no meio de sabugo de miltho foram adicionados 10 mL de uma
solucdio de Tween 80 a 0,3% (v/v) nos tubos com microrganismo do segundo repique e
com auxilio de uma alga de platina, os microrganismos foram desprendidos,
homogeneizados e transferido 1 ml. dessa suspensfo para cada frasco contendo o
sabugo. Os frascos foram agitados e incubados em estufa a 30°C por um periodo de 5
dias. Apés este periodo os frascos foram armazenados sob refrigeragdo por um periodo

maximo de trés meses e utilizados como indculo nos ensaios de fermentacfo.
3.3.2.2.In6culo

O preparo do indculo para as fermentagdes foi realizado adicionando-se 40 mL
de uma solugio de Tween 80 a 0,3% (v/v) nos frascos de sabugo com esporos. Apds
agitagfio, os esporos foram transferidos para erlenmeyer estéril com auxilio de gaze ¢
algodfo estéril para a contagem e posteriormente ser incubado.

A quantificacio da suspensio de esporos obtida foi feita através de contagem
dos esporos em Cimara de Neubauer espelhada ¢ o volume de suspensfio de esporos a

ser adicionado ao meio de fermentacio foi ajustado de modo a ter-se um mdéeulo de 107
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esporos por grama de substrato s6lido fixada nos 7 experimentos listados na matriz do

planejamento.

A concentracfio de esporos do indculo foi calculada seguinte a Lquagdo 11 e o

volume de suspensiio a ser inoculada foi caleulado através da Equagéo 12.

C roporas(€SPOTOS m]) Ex25x10" xF, (1

(I?'IL) Jnmu!o (&‘Sp()}"(}& ‘f g) ‘Cm(g)
C pporos (€5pOFOS fmL)

(12)

Smp..mcm

Onde:

Crspores — Concentragio de espords na suspensio;

E - Média de Esporos contados na Camara de Neubauer;

Fp -~ Fator de dilui¢lo para contagem na Cimara de Neubauer;
Chnsento — Concentracio de Indeulo desejada para a fermentagfo;

m — Massa de substrato utilizada.
3.3.3. Experimentos de Fermentac¢iio

As fermentagGes foram realizadas em erlenmeyers de 250 mL contendo 15,00
g do substrato previamente umidificado.

A umidade inicial do meio fol ajustada para 45, 55 e 65% (base imida) pela
adigiio de um volume definido de 4gua destilada, que fot determinado através de um

balango de massa, seguindo a Equagiio 13, o qual leva em consideragfio que a densidade

da Agua ¢ igual a 1,00 g/cm3:

m, (U U)
- 13
(1" 2) ( )

VAA =My, =

Onde:

V44 — volume de dgua a ser adicionada ao melo;

m; — massa de meio a ser umidificado;
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U; —umidade do meio;

U/ - umidade do meio desejada;

A umidade relativa dentro da estufa dwrante o processo fermentativo fol
mantida constante através da evaporago da dgua contida em um recipiente colocado
dentro da estufa.

A suplementagio do substrato com a fonte de nitrogé€nio foi realizada
adicionando-se sulfato de aménio a 0,50, 0,75 e 1,00% que s&o as concentragdes a
serem estudadas no planejamento. Para igso, a massa de nitrogénio foi pesada e diluida
no volume de dgua calculado pelo balango de massa. Por fim, adicionou-se ao substrato
a dgua ja com o suplemento de nitrogénio e homogeneizou-se completamente. O meio
foi deixado em repouso em geladeira por 24 horas em recipientes herméticos.

Apobs as 24 horas, 15 g do substrato foram colocados em erlenmeyers de 250
mL, vedados com algodio e papel aluminio e em seguida autoclavados por 5 minutos a
0,5 atm. _

Para realizacfio das fermentagdes, o microrganismo foi inoculado no meio
contido nos erlenmeyers com uma concentragiio de 107 esporos/g de substrato Umido e
incubados em estufa Umida a 30°C, sendo esta temperatura favoravel ao
desenvolvimento do microrganismo. As amostras foram retiradas periodicamente
durante o processo (0, 4, 18, 27, 42, 51, 66, 73 horas de fermentagio), determinando-se
a umidade (base mida), pH, actcares redutores ¢ atividade enzimatica expressa em
carboximetilcelulase. As andlises realizadas ao longo das fermentacdes de umidade, pH
e agicares redutores seguiram as mesmas metodologias utilizadas na caracterizacio
fisico~-gquimica do bagac¢o de caju, lavado e sem lavar, e a métodologié utilizada para

determinar a atividade enzimatica sera descrita posteriormente, ainda neste capitulo.
3.4. Extracio das Enzimas

A exiracfo das enzimas fo1 realizada seguindo o procedimento descrilo por
[srael (2005). A extragio foi feita pela incubaciio de I ¢ do meio fermentado com 20
ml de tampéo acetato de sédio 50 mM, pH 5.0, na temperatura de 30°C, velocidade de

agitacio de 150 rpm, por 30 minutos. Por fim, a amostra foi filtrada com pape! de filtro
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gualitativo para remog¢io dos esporos. O extrato enzimatico foi utilizado para a

determinagdo da atividade enzimadtica expressa em carboximetilcelulase.
3.5. Determina¢io da Atividade Enzimatica

A atividade celulolitica analisada neste trabalho foi de endoglicanases, também
chamadas de carboximetilcelulases (CMCase), seguindo o procedimento descrito em
Menezes (2009), que baseia-se na capacidade do extrato enzimatico em liberar agticares
redutores na presenca de carboximetilcelulose devido a hidrélise da fonte de cefulose
em glicose,

Para a analise, foi colocado em wm tubo de ensaio 1 mi. do extrato enzimatico
com 1 mL de uma solucdo de carboximetilcelulose a 1% (m/v), preparada em tampéo
acetato de sodio 50 mM e pH 5,0, a uma temperatura de 50°C por exatos 60 minutos.
Ap6s esse tempo, Toi retirado 1. mL do tubo de ensaio e colocado em outro tubo de
ensaio com 1 mL DNS para determinar a concentragio de agiicares redutores que seguiu
semelhantemente 4 metodologia de Miller (1959) como descrita na caracterizagio
tisico-quimica do bagago do caju lavado e sem lavar. Uma amostra em branco foi
realizada para cada andlise, e ao invés de colocar | ml. do extrato enzimatico com 1 mlL
da soluciio de carboximetilcelulose, colocou-se 1 ml, do extrato enzimatico com 1 mL
de tampdo acetato de sddio 50 mM e pH 5,0, Dessa forma, determinou-se a
concentragiioc de aglcares redutores do extrato enzimatico sem a presenga da
carboximetilcelulose (ARsem cmc) € a concentrago de aglcares rcdutores do extrato
enziméitico apds incubagio com a fonte de celulose (ARcom ome)-

Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de

enzima capaz de liberar 1 pmol de glicose, por minuto, a 50°C e, neste trabalho, a

atividade enzimatica fo1 expressa U/g, a qual foi calculada seguindo a Equagio 14.

CMCCIS@(U/ ) = ARL.'heradﬂ'X106 _ (ARCUIH CMC ARSemCMC )xloﬁ
8 T 1 80x60 | 180x60

(14)
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacio Fisico-Quimica do Substrato

A caracterizacfio fisico-quimica do bagaco de caju visou conhecer a sua
composicdo com relagdio ao contetido de nutrientes, que sfo importantes na sintese das
celulases como, percentual de celulose e agucares redutores, bem como, pardmeiros que
afetam o processo de fermentacfo semi-solida: pH, umidade, granulometria e atividade
de Agua. .

Na Tabela 5 estdo apresentados os valores das propriedades analisadas para o
bagago de caju lavado e sem lavar, apds secagem e moagem, bem como 0s seus

respectivos desvios padréo.

Tabela § — Caracterizagfo fisico-quimica do bagago de caju.

PARAMETRO , BAGACO
LAVADO SEM LAVAR

Densidade Aparente (g/mL) 0,51+ 0,03 0,39 £ 0,01
Densidade Real (g/ml.) 1,43 £ 0,00 1,25+ 0,00
Porosidade 0,64 + 0,01 0,69+ 0,04
Umidade (b.w.) (%) 7,37 + 0,04 7,75+ 1,19
pH 4,84+0,18 3,94 £ 0,30
Cinzas (%) 1,24 + 0,18 1,79 +£ 0,01
®brix (%) 0,00 = 0,00 38,51 + 6,07
AR (%) 0,31+ 0,01 25,53+ 0,15
ART (%) 0,97 + 0,05 2072+ 122
Lignina (%) 29,49 + 2,53 26,67+ 1,94
Celulose (%) 22,75+ 0,39 21,32 + 0,50
Extrativos (%) 14,66 = 0,80 38,17 + 0,44
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4.1.1. Umidade

A umidade encontrada para o bagaco de caju lavado e sem lavar foi de 7,37% ¢
7.75%, respectivamente. Considerando os desvios padrdes para determinacdo dessa
propriedade pode-se afirmar que ndo ocorreu diferenga significativa entre scus valores.
Essas umidades quando expressas em base seca correspondem a 5,27% para o bagago
lavado e 8,67% para o bagaco sem lavar.

| FEm processos que ocorrem por fermentaglio semi-solida, umidades elevadas
resultam numa diminuigdio da porosidade, baixa ditusdo de oxigénio, aumento no risco
de contaminagiio, redugfio no volume de gis ¢ reducdo de troca gasosa. Entretanto,
umidades muito baixas levam a um crescimento minimizado da populacgiic microbiana
em relaglio ao ponto Glimo e conseqilentemente, baixo grau de utilizagiio do substrato
pelos mesmos. _ _
| Dentro desse contexto, foram construidas as isotermas de adsorcio de umidade
do bagaco de caju Javado e sem lavar a 30°C objetivando correlacionar a atividade de
dgua do _malerial e a umidade de equilibrio, podendo, dessa forma, determinar em que
umidade jnicial o microrganismo deve ser inoculado de forma que a quantidade de dgua
livre seja suliciente para adaptagfo, crescimento e metabolizagio por parte do
Trichoderma sp. em produzir celulases no processo de fermentagio.

A Tigura 6 apresenta as isotermas de adsorcio de umidade para o bagaco de
caju lavado & sem lavar a 30°C. Na faixa de umidade de 5,27%, para o bagaco lavado, ¢
de 8,67%, para o bagaco sem lavar, a atividade de dgua se sttua abaixo de 0,7, como
pode ser percebido na Figura 6, valor esse critico para o desenvolvido de bolores (Scott,
1957) ¢ ideal para o seu armazenamento, no que diz respeito 4 proliferagdo de
microrganismos, manutengio das propriedades fisico-quimicas e a estabilidade quimica

e bioquimica originais do bagaco de caju.
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Figura 6 — Isotermas de adsorcio de umidade no bagago de caju lavado (#) ¢ sem lavar
(m), a 30°C.

Avaliando as isotermas de adsor¢do de umidade do bagago de caju lavado e
sem lavar; pode-se perceber que, como nos maiteriais higroscOpicos, a umidade de
equilibrio aumenta com o aumento da atividade de Agua (a,), a uma temperatura de
30°C. Além disso, observa-se que a partir de 20% de umidade em base seca a atividade
de dgua ja ¢ suficiente para o crescimento de microrganismos nessa temperatura. Nesse
trabalho estudou-se o efeito da umidade inicial do bagaco de caju na producdo de
éelulases a temperatura de 30°C com valores de 45%, 55% e 65% de umidade expressa
em base imida. Esses valores quando expressos em base seca correspondemn a 47,37%,
57,89% e 68,43% para o bagago lavado ¢, 48,90%, 59.77% e 70,64% para o bagago sem
lavar, o que corresponde a uma faixa de atividade de agua acima de 0.7, sendo essa
faixa adequada para o crescimento do microrganismo. O processo de restabelecimento

da umidade do material seco foi realizado como descrito na Equagdo 13 no Capitulo 3.

41.2. pH

O pH ¢ uma varidvel importante em qualquer processo biolégico, havendo

valores de pH minimo, 6timo € maximo para o desenvolvimento de cada
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microrganismo. Os valores de pH encontrados neste trabalho para o bagago de caju'
tavado (4,84) e para o sem lavar (3.94) foram préximos ao enconirado por Campeos
(2003) quando encontrou que o pH do pedinculo do caju é 4.5, Segundo Zheng &
Shetty (2000) enzimas produzidas por microrganismos em processos de fermenta¢io
semi-solida com residuos citricos apresentam maior estabilidade frente a variagdes de
pH. Esse fato pode ser uma vantagem de produzir enzimas celuloliticas tendo como
substrato o bagago do caju. Souza (2008) cstudando a producfio de pectinases por
fermcnta«;z”io semi-solida utilizou como substrato o residuo do maracuja (casca + albedo)

o qual apresentou um pH dcido com vm valor de 3,57.
4.1.3. Sélidos Soliveis (°brix)

O °brix, que representa o teor de solidos soliveis, apresentou valores de
0,00% para o baga(;o lavado e 38,51% para o sem lavar. Esta diferenga esta associada ao
fato de que as lavagens feitas no bagaco de caju retiraram praticamente todos os sélidos
soliiveis contidos no substrato. Essa foi uma estratépia adotada no presente trabalho
para que fosse avaliado o grau de estresse do microrganismo em produzir celulases sem
a presencga de agucares redutores disponiveis, que nfo aqueles oriundos da hidrolise da

fonte de carbono indutora, ou seja, a celulose.
4.1.4. Ag¢icares Redutores

A principal fonte de carbono para fermentagfio microbiana € a glicose, bem
como outros agucares (sacarose € maltose), além de outros compostos organicos mais
complexos, como por exemplo, amido e celulose (Pelezar et al., 1980). Para isso, ¢
interessante que a glicose deva estar disponivel para o microrganismo no substrato em
quantidade suficiente a proporcionar um crescimento inicial da populagio microbiana,
mas nfo o bastante para impedir que o microrganismo seja capaz de metabolizar a fonte
indméra, a celulose. Por outro lado, é importante que a fonte indutora ndo apresente um
valor percentual acentuado de forma a inibir a excre¢fo da enzima pelo microrganismo.
Segundo Fontana ef al. (2005), subsiratos que apresentam concentragdes balanceadas
de aguicares ¢ pectina, indutor da pectinase, tem mostrado altos rendimentos em enzimas

pectinoliticas. Dessa forma, pode-se pressupor que para produgdo de celulase deva
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existir fambém um valor 6timo da relagdo entre agticares redutores e a celulose, que € a
fonte indutora na producdo das celulases.

A quantidade de agicares redutores presente no bagago de caju lavado foi de
0,31% e no sem lavar fo1 de 25,53%. No bagago lavado, espera-se que a concentragio
de agicares (0,31%) nfio iniba a produglo da enzima, mas se [az necessario avaliar se
essa quantidade de agucares redutores ¢ suficiente para que ocorra adaptagio e,
conseqiientemente, crescimento inicial da populagfio microbiana no meio. J& no bagago
sem lavar, espera-se que a quantidade de aglGcares {25,53%) seja suficiente para o
creseimento inicial dos microrganismos, mas € necessario avaliar se essa quantidade de
agticares nfo inibird a produgio da enzima. Dessa forma, o processo de produgiio das
celulases sera realizado utilizando o bagaco de caju lavado e sem lavar para avaliar se a

concentragfo de agucares 1ra afetar a produgfio da enzima.
4.1.5. Celunlose

Avaliando o teor de celulose encontrado para o bagaco lavado (22,75%) e sem
lavar (21,32%), observa-se a presenga da fonte indutora para producéo de celulase. Os
valores encontrados neste trabalho sio bem proximos do encontrado por Ferreira ef al,

(2007 no subproduto da agroindistria do caju que foi de 21%,
4.1.6. Lignina

O percentuat de lignina encontrado para o bagaco lavado (29,49%) e para o
sem lavar (26,67%) sfio menores que o encontrado por Ferreira ef al. (2007) que foi de
35,5%. No presente trabalho, optou-se por realizar a produgfio das enzimas sem um pré-
iratamento do material para deslignificar o subsirate com o objetivo de analisar a

producio da enzima no substrato com sua estrutura nfio modificada.

4.1.7. Cinzas

O teor de cinzas para o bagaco lavado (1,24%) e para o sem lavar (1,79%) sfo
bem préximos aos encontrados por Tavares (2009) que caracterizou o bagago de caju e

verificou ser 1,25% e 1,69% o teor de cinzas para ¢ material lavado e sem lavar,
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respectivamente. Pode-se petrceber que o processo de lavagem do residuo agroindustrial

de caju removeu parte dos minerais ¢ de outras substincias presentes no substrato.
4.1.8. Granulometria

E necessario, também, avaliar a estrutura fisica do substrato, sobretudo, quanto
a0 tamanho das particulas e a porosidade, que determinam a area superficial acessivel
a0 microrganismo ¢ uma posterior ctapa de extrag@o da cnzima em processo solido-
liquido. Particulas de tamanho reduzido oferecem maior 4rea superficial ao ataque
microbiano, mas, a0 mesmo tempo, tendem a compactar-se facilmente, comprometendo
a respiragfio ¢ acragfo do sistema. Particulas maiores, por sua vez, promovem mais
espagos entre as particulas, mas diminuem o rendimento da absorciio dos nutrientes pelo

microrganismo. De acordo com Pinte ef al. (2006), o substrato ndo deve apresentar

aglomeracdo das suas particulas individuais, para que o ar necessirioc ao
desenvolvimento microbiano atravesse 0s espagos vazios do meio.
A Figura 7 apresenta os perfis granulométricos do bagaco de caju lavado ¢ sem

lavar.

# Sem Lavar

& Lavado

50,00 -

40,00

30,00

% Retido

20,00 ¢

10,00 -

1,19 0,84 0,71 0,42 0,30 0,25

Diametro de Abertura {mm)

Figura 7 — Perfis granulométricos do bagaco de caju lavado ¢ sem lavar.
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Como pode ser observado pela distribui¢io granulométrica, o bagaco lavado
apresenta a maioria das suas particulas com um didmetro entre 0,71 e 0,84mm ¢ o
bagaco sem lavar apresenta a maioria das suas particulas entre 0,42 ¢ 0,84mm. Em
ambos 08 casos, as particulas apresentam tamanhos de particulas satisfatérios para a
fermentacio semi-sélida com fungos filamentosos. Correia (2004), estudando o
enriquecimento protéico do bagago de abacaxi, trabalhou com particulas de tamanho
maior que 0,42 mm. Souza er al (2008), estudando a produglo de enzimas
pectinoliticas por fermentlacio semi-sélida com Aspergillus niger, trabalhou com
particulas que apresentavarn tamanhos entre 0,42 e 0,85 mm. Além desses estudos,
Tavares (200_9), estudando a prodﬁ:;éo de celulases por fermentacdo semi-sdlida em
bagago de caju, lavado e sem lavar, utilizou o substrato com particulas de, em média,
0,42 mm. |

Pode-se perceber que cerca de 15% das particulas do bagago sem lavar e cerca
de 9% das particulas do bagago lavado apresentaram tamanhos menores que 0,30 mm.
A porosidade do leito foi de 0,69 para o bagaco sem lavar e (,64 para o bagaco lavado,
favorecendo a aeragio do sistema, e disponibilizando o oxigénio necessario 2o
desenvolvimento do microrganismo. Além do tamanho das particulas, a porosidade esta
relacionada com a densidade aparente (0,51 e 0,39 gr’cm3 para o bagago lavado e sem
lavado) que revela o quanto o substrato tende a ndo se compactar completamente,
gerando os espagos vazios entre as particulas do substrato, suficientes para respiragio e

metabolismo por parte do microrganismo.
4.2. Processo fermentativo

O processo fermentativo para producgio de celulases foi realizado conforme as
metodologias descritas no Capitulo 3, de forma que amostras foram coletadas
periodicamente, incluindo o tempo inicial do processo obtido no instante seguinte a
inoculacdio do microrganisme para a realizacio das analises de pH, umidade, a¢licares
redutores e atividade enzimatica. A seguir serfio apresentados os resultados obtidos para

0 substrato lavado e sem lavar.
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4.2.1. Bagaco de Caju Lavado

Os resultados obtidos para o processo fermentativo com o bagaco de caju
lavado sfio apresentados a seguir, mas, primeiramente, foram analisados os resultados
obtidos para os ensaios conduzidos nas condigdes do ponto central estudados com o
intuito de avaliar a reprodutibilidade dos dados do processo fermentativo.

A Figura 8 ((a), (b), (¢) e (d)) apresenta os resultados dos ensaios 5, 6 ¢ 7 do
planejamento experimental (pontos centrais) que foram desenvolvidos com 35% de

umidade em base umida e 0,75% de fonte de nitrogénio,
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Figura 8 — Perfil cinctico do processo fermentativo do bagago de caju lavado para os
cnsaios do ponto central (¢ - Ensaio 5, ® — Ensaio 6 ¢ 4 — Ensaio 7), com 55% de
umidade em base tnrda e 0,75% de fonte de nitrogénio ((a) pH, (b) Umidade, (c)

Agcucares Redutores e (d) Atividade Enzimatica (CMCase)).

Observa-se através dos perfis apresentados na Figura 8 ({(a), (b), (c) e (d)} que
para todas as vanaveis estudadas, os resultados obtidos para os ensaios do ponto central
foram bem proximos uns dos outros, mostrando que houve uma boa reprodutibilidade

dos dados do processo fermentativo. Para uma melhor anélise da reprodutibilidade dos

dados, serfo analisados os coeficientes de variagio para os trés ensaios.
A Tabela 6 apresenta as médias do pH, da umidade, dos agiicares redutores ¢

da atividade enzimatica para os ensaios do ponto central com 0s seus respectivos

desvios padrio ¢ cocficientes de variago.

Tabela 6 — Resultados obtidos ao longo do processo fermentativo com o

bagaco lavado para os ensaios do ponto central.
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Tempo pH Umidade (%) AR (g/g) - CMCase (U/g)

(Horas) | Média ** | CV* | <Média (Y Média CV | Média Cv
b 4,530,011 { 0,13 | 55,71+0,25 | 0,46 | 0,0017=0,0001 | 3,81 | 0,153+0,014 | 8,99
4 4.5+0,00 | 0,00 | 56,35+£1,39 | 246 | 0,0011+0,0000 2,25 0,065£0,006 1 9,94
18 3.30+0,03 | 0,76 | 56,17+0,38 | 0,68 | 0,0167+0,0007 | 4,01 | 1,141+0,036 | 3,18
27 3,08+0,01 | 0,19 | 57,69+0,49 | 0,84 | 0,0138+0,0009 | 6,28 | 0,908+0,053 | 5,84
42 | 3,1940,01 | 0,31 | 59,2240,28 | 048 | 0,0067£0,0003 | 4,92 .0,’7’7%0,045 5,79
51 3,21&6,06 1,95 1 59,79+0,31 | 0,52 | 0,0067+0,0005 | 6,69 | 0,659+0,063 | 9,57

| 66 3,310,001 | 0,30 | 59,87+1,04 | 1,74 | 0,0045+0,0002 | 3,44 | 0,491+0,037 | 7.47
73 3,35¢0,02 | 0,46 | 61,36+0,20 | 0,33 | 0,0054:0,0003 | 5,81 | 0,508+0,005 | 0,90

- ¥ CV: Coeficiente de Variagiio (%0).
** Média dos valorss das varidveis pH, Umidade, AR e CMCase obtidos sob as condigBes dos ensaios 3,

6 ¢ 7 com os respectivos desvics padifio.

Ao longo do processo fermentativo o pH, a umidade, a concentragio de
agiicares redutores e a atividade enzimdtica apresentaram coeficientes de variagfo
miximos de 1,95%, 2,46%, 6,60% e 9,94%, respectivamente, para a triplicata de
ensaios. Estes valores sugerem que foi possivel obter uma boa reprodutibilidade dos
dados obtidos para o processo fermentativo, tendo em vista que o maior coeficiente de
variagdio para a friplicata dos ensaios do ponto central foi menor que 10%. Segundo
Pimentel-Gomes (1987b), coeficientes de variagio menores que 10% sfo considerados
baixos, entre 10% e 20%, médios, entre 20% e 30%, altos, ¢ maiores que 30%, muito
altos. Apesar de o coeficiente de variagdo maximo para as varidveis agicares redutores e
atividade enzimdtica apresentar-se proximos de 10%, que é o valor limite para ser
considerado baixo e representar uma boa reprodutibilidade dos dados, os valores
obtidos podem ser considerados aceitaveis quando se trabalha com processos bioldgicos
e fungos filamentosos, por se tratar de processos complexos e que minimos erros geram
uma diferenca consideravel nos resultados. Um fato importante de ser comentado € que
os coeficientes de variagdo apresentaram-se menores que 10% tanto para as triplicatas
de ensaios quanto para as triplicatas de analises que foi de, no maximo, 1,23% para o
pH, 1,01% para a umidade, 3,68% para os aglcares redutores ¢ 4,96% para a atividade

enzimatica.
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Sabendo que os dados obtidos para os ensatos dos pontos centrais apresentaram

coeficientes de variagiio menores que 10%, mostrando que os dados do processo

fermentativo s3o bem reprodutivos, € possivel analisar cada ensaio isoladamente,

avaliando o comportamento das variaveis estudadas {pH, umidade, agucares redutores e

atividade enzimatica (CMCase) ao longo do processo fermentativo.

As Figuras de 9 a 13 apresentam os resultados obtidos para pH e umidade (a) e

aglicares redutores e atividade enzimatica (b) de cada condico estudada.
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Figura 9 — Perfil cinético do processo de produgfio de CMCase por fermentaciio semi-

solida com Trichoderma sp. em bagago de caju lavado — Ensaio 1 ({a) — Umidade (¢) e

pH (=); (b) — Acticares Redutores (#) e Atividade Enzimatica (4)).
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pH (m); (b) — Agticares Redutores (#) e Atividade Enzimaética ( 4 )).
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Uma andlise de todos os ensaios do planejamento experimental para o bagago
lavado, mostra que o comportamento da umidade e do pH em ambos os casos sio
semelhantes. A umidade manieve-se praticamente constante até certo momen{o do
processo fermentativo apresentando um aumento até o final do processo devido,
provavelmente, as atividades metabolicas ocorridas ao longo do proce.sso fermentativo,
34 que os erlenmeyers utilizados no estudo foram tampados com algoddo e papel
aluminio. Nos ensaios em que se utilizou 45% de umidade inicial (ensaios 1 e 3), a
umidade manteve-se constaunte no inicio do processo apresentando um aumento a partir
de 27 horas de fermentacfio quando utilizou-se 0,50% de adig¢@o de fonte de nitrogénio e
a partir de 42 horas de fermentacio quando utilizou-se 1,00% de adi¢io de fonte de
nitrogénio. Nos casos em que a umidade inicial foi de 65% (ensaios 2 ¢ 4), a umidade
aumentou ao longo de todo processo fermentativo tanto para o caso em que a adigfo de
nitrogénio foi de 0,50% quanto no caso em que a adi¢do foi de 1,00%. Nos ensaios em
que a umidade inicial fo1 55% com 0,75% de adigio de fonte de nitrogénio, o
comportamento da umidade foi semelhante ao encontrado para os ensaios com 45% de
umidade inicial com um aumento no seu valor a partir de 27 horas de fermentagio.

O pH observado ao longo do estudo apresentou comportamento semelhante
para todas as condigdes estudadas. Em todos os ensaios o valor de apresentou-se

- constante entre 0 ¢ 4 horas de fermentacio ¢ apds 18 horas diminniu, mantendo-se
novamente constante até o final do processo. Botella ef al. (2007) estudaram o processo
de produgdo de enzimas com a polpa de uva utilizando o microrganismo Aspegillus
awamori ¢ atirmam que o fato do pH sofrer uma diminui¢do durante a fermentagfo
‘pode ser associado a produgio de dcidos orgénicos pelos microrganismos € no caso de o
pH sofrer um aumento ao longo do processo pode ser justificado pela assimilagdo
desses Acidos por acfio microbiana. Além disso, Deelle (1996) afirma que, quando se
utiliza sais de amodnio como fonte de nifrogénio, o pH normalmente sofre um
decréscimo devido 4 formacio do fon hidrogénio durante o consumo da amonia. Apesar
das varia¢@es ocorridas ao longo do processo, o pH manteve-se sempre dentro de uma
faixa ligeiramente dcida (entre 3,00 e 5,00) que, segundo Zheng & Shetty (2000), ¢ o
pH ideal para o processo de produgfo de enzimas com fungos filamentosos.
Muhammad ef al. (2009), estudando o efeito da temperatura e do pH na produgio de
celulases com Aspergilius niger MS82, observaram que ocorreu uma diminuigéo no pH

de 4,00 nas primeiras 20 horas de fermentacfio, principalmente quando o pH da
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fermentacio foi ajustado para 6,00 ou 7,00, mantendo-se constante até o término do
processo e, quando o pH fol ajustado para 4,00 ou 5,00, ele diminuiu lentamente e
tornou-se estavel quando atingin um pH de 3,50.

O perfil cinético de agucares redutores apresentou comportamento semelhante
em todos os ensaios. A concentragfic apresentou-se constante no inicio do processo
(entre 0 e 4 horas de fennentag:ﬁo).dem.on-strando uma possivel fase de adaptagio do
microrganismo ao meio. Em seguida, no geral, houve um actmulo de aglcares
redutores até 18 horas de fermentagfio, exceto para os casos que se utilizou 45% de
umidade inicial (ensaios 1 & 3) exﬁ que o acumulo desses aglicares ocorreu até 27 horas
de fermentacfio, dando indicios de que em menores atividades de 4gua, a hidrolise de
outros carboidratos é mais lenta. O acimulo de aglicares redutores ocorre quando a
velocidade de hadrdlise d_e outros carboidratos, como por exemplo, a celulose, é maior
que a velocidade de absor¢fio de agucares redutores por parte dos microrganismos.
Deve-se salientar que a lavagem .do bagaco foi realizada para proporcionar esse
fenémeno, induzindo o microrganismo ao estresse, de forma a ocorrer a hidrélise do
carboidrato da fonte indutora {(celulose) gerando glicose, proporcionando uma provavel
excrecio de enzimas celuloliticas em um menor tempo e conseqiientemente mator
produtividade. Ao que parece, a estratégia, se analisada isoladamente, ou seja, sob a
otica de lavagem do residuo, foi bem sucedida. No entanto, como, nesse trabatho,
analisou-se apenas a carboximetilcelulase, uma hipétese alternativa/complementar ao
aumento de agilicares redutores pode estd ligada a produglio de agucares fermentesciveis
provenientes da hidrélise de outras enzimas celuloliticas que ndo a analisada no presente
trabalho. Apos o acumulo desses aglicares, os mesmos foram hidrolisados até o térmmno -
do processo, exceto para o ensalo 2 que apresentou outra vez wn acumulo de agucares
redutores em 51 horas de fermentagio, o que deve ter ocorrido pelo fato de o ambiente
ter se apresentado desfavordvel ap6s a primeira significativa hidrélise em agicares
redutores, j& mencionada, porém provavelmente deveria ainda existir populacio
microbiana suficiente e fonte indutora presente no meio de cultivo, capaz de provocar o
mesmo fendmeno acima mencionado.

O pertil cinétiéo da atividade enzimdtica expressa em CMCase apresentou-se
semelhantes para ambos 0s ensaios, exceto 0s ensaios 1 e 2. Foi detectada atividade
enzimatica jA no tempo inicial do estudo com valores entre 0,033 e 0,153 U/g, a qual se

manteve praticamente constante até 4 horas de fermentagfio a partir de onde se iniciou a
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producio da enzima. O pico de producfio da enzima para os ensaios 1 ¢ 3 ocorreram em
27 e 42 horas de fermentagfo com atividades enzimaticas de 0,807 U/g (0,04 U/mLj e
1,173 U/g (0,059 U/mL), respectivamente. J4 para o ensaio 4 ¢ para o ponto central, o
pico de producio ocorren em 18 horas de fermentacio com valores de 0,585 U/g (0,029
U/mL) e 1,141 U/g (0,057 U/mL), respectivamente. No ensaio que se utilizouw 65% de
umidade inicial e 0,50% de adicfio de nitrogénio (ensaic 2) percebeu-se um pico de
- atividade ja em 18 horas com um valor de 0,570 U/g (0,0285 U/mL). Apds atingir o
pico de produgfio da enzima, percebe-se um processo de inibi¢io da enzima, ¢ um novo
pico de atividade enzimatica ¢ atingido em 66 horas de fermentagfio com um valor de
0,733 Ulg (0,0367 U/mL). Segundo Md et al. (2008), essa diminui¢do na atividade de
celulase pode ser atribuida ao efeito cumulativo de oligossacarideos especialmente
celobiose, um dimero de glicose, que é conhecido por inibir tanto endoglucanases como
B-glucosidase. | |

Um fator interessante & percebido se for feita uma comparacio do
comportamento do pl com a atividade enzimética. A produgfio de CMCase, em todas
as condigdes, s6 ocorre a partir do momento em que ha a diminuigio no pH. Segundo
Muhammad ef al. (2009), produgdes de CMCase e B-glicosidase nfio foram iniciadas
até que o pH do meio baixou para 4,00, fendmenoe que também foi observado em todos
0s ensaios deste estudo com relagio & CMCase.

Uma comparagio entre os ensaios 1 e 2 mostra que para a condigéio de 0,50%
de fonte de nitrogénio obteve-se uma maior atividade enzimatica quando trabalha-se
com uma menor atividade de dgua (45% de umidade inicial) que foi o caso do ensaio 1
apresentando uma atividade de 0,807 U/g (0,04 U/mL). E possivel perceber que, tanto
para o ensaio 1 como para o ensaio 2, as atividades maximas alcangadas sfio inferiores
as encontradas por Victor ef al, (2003), gue estudaram a produgio de éelu‘lases em
serragem, bagacgo de cana e sabligo de milho com uma cepa de Aspergillus flavus e
obtiveram atividades enzimaticas de 0,0743, 0,0573 e 0,0502 U/ml., respectivamente,
Aguiar ¢ Menezes (2000) estudaram a producfo de celulases e xilanases por
Aspergillus niger usando fermentagéio submersa sobre bagago de cana-de-aglicar e
obtiveram atividade de CMCase de 0,20 U/mL.

Os ensaios 1 e 3 foram conduzidos com uma umidade inicial de 45% e
percebe-se que, para essa condigfio, uma maior atividade enzimatica foi atingida quando
a adi¢do de fonte de nitrogénio foi de 1,00% (ensaio 3) com um valor de 1,173 Ulg
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(0,059 U/mL). Raegger e Tauk-Tornisielo (2003) estudando a atividade da celulase de
fungbs 1solados do solo da Esta¢fio Ecoldgica de Juréia-ltating, S#Ho Paulo, Brasil
detéctou uma atividade enzimatica em CMCase em Trichoderma koningii 11l de 0,06
U/mL, valor este semelhante ao encontrado neste ensaio.

Nos ensaids 2 ¢ 4 foram utilizados 65% de umidade inicial e percebeu-se que
para essa condiglo obteve-se uma maior atividade enzimdtica quando a adigfo de fonte
de nitrogénio foi de 0,50% (ensaio 2) com um valor de 0,733 Ulg (0,0367 U/’ij, No
es‘mdé da atividade da celulase de fungos isolados do solo da Lstaciio Ecoldgica de
Juréia4liatins realizado por Ruegger e Tauk-Tornisiclo (2003), o microrganismo
Gliocephalotrichum simplex apresentou uma atividade enzimética em CMCase de 0,02
U/ml.

O valor da atividade enzimatica encontrado para as condi¢@es de ponto central
1,141 U/g (0,057 U/mL) fot um pouco maior que o encontrado por Lopes ¢ Buzato
(2008) que, estudando a produgfio de celulase por Trichoderma sp. T676 por
fermentagio semi-sélida com bagago de cana-de-aglicar, encontraram uma atividade
enzimatica de 0,042 U/mL em 72 horas de fermentagao.

A Tabela 7 apresenta a atividade enzimdtica maxima obtida para cada ensaio

bem como sua respectiva produtividade.

Tabela 7 — Atividade enzimdtica méxima e produtividade obtida para cada condigfio

experimental com o bagago lavado.

7 _ Tempo CMCase Produtividade
Ensaio U (b.u.) (%) N %) ,
(horas) (U/g) {U/g.h)
1 45 0,50 27 0,807 0,030
2 65 0,50 66 0,733 0,011
3 45 1,00 42 1,173 0,028
4 65 1,00 18 0,585 0,033
Ponto Central 55 0,75 18 1,141 0,064

Para os ensaios em que se utilizou 0,50% de fonte de nitrogénio, obteve-se uma
maior produtividade quando a atividade de 4gua foi menor (ensaio 1), com um valor de
0,030 U/g.h. Nas condi¢des de menor atividade de dgua (ensaios 1 e 3), obteve-se maior

produtividade quando utilizou-se a menor concentragiio da fonte de nitrogénio (ensaio
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1). No caso em que a umidade foi de 65%, apesar de a atividade enzimatica ter
alcangado maiores valores quando se utilizou 0,50% de fonte de nitrogénio, obteve-se
uma maior produtividade (0,033 U/g.h) quando se utilizou 1.00% de fonte de
nitrogénio. Dentre todas as condigdes estudadas, a produtividade foi maior quando a

umidade inicial foi de 55% e a fonte de nitrogénio de 0,75% com 0,064 U/g.h.

4.2.2. Bagaco de Caju sem Lavar

Os resultados obtidos para o processo de produgio de enzimas com o bagaco
de caju sem lavar sfo apresentados a seguir, mas, primeiramente, foram analisados os
resultados obtidos para os ensaios conduzidos nas condi¢des do ponto central estudados
com o intuito de avaliar a reprodutibilidade dos dados do processo fermentativo.

A Figura 14 {(a), (b), (c) ¢ (d)) mostra os resultados dos ensaios 5, 6 ¢ 7 do
plancjamento experimental nas condi¢gdes do ponto central que foram desenvolvidos

com 55% de umidade em base umida e 0,75% de fonte de nitrogénio.
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Figura 14 — Perfil cinético do processo fermentativo do bagago de caju lavado para os
ensaios do ponto central (¢ - Ensaio 5, ® - Ensaio 6 ¢ & — Ensaio 7). com 55% de
umidade em base umida e 0,73% de fonte de nitrogénio ((a) pH, (b) Umidade, (c)

Agucares Redutores e (d) Atividade Enzimatica (CMCase)).

Percebe-se na Figura 14 ((a), (b), (¢) ¢ (d)) que, para todas as varidveis
estudadas, os resultados obtidos para os ensaios do ponto central foram bem prdximos
uns dos outros, mostrando que houve uma boa reprodutibilidade dos dados do processo
fermentativo. Para uma melhor analise da reprodutibilidade dos dados, scrdo analisados
os dados dos coeficientes de variacfio para os trés ensaios.

A Tabela 8 apresenta as médias do pH. da umidade, dos aglicares redutores ¢
da atividade enzimdtica para os ensaios do ponto central com os seus respectivos

desvios padrio e coeficientes de vartacio.

Tabela 8 — Resultados obtidos ao longo do processo fermentativo com o

bagaco sem lavar para os ensaios do ponto central.
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Tempo pH Umidade (%) AR (g/g) CMCase (U/g)
(Horas) | Média ** | CV* | Média | CV Média v Média cv
0 3,98+0,01 | 0,15 | 55,77+0,30 | 0,53 | 0,10740,0030 | 2,85 | 0,400+0,035 | 8,79
4 3.9240,00 | 0,00 | 56,36:0,64 | 1,13 | 0,1028+0,0034 | 3,33 | 0,018+0,000 | 0,00
18 |3,58£0,02 | 0,48 | 55,72+0,40 | 0,72 | 0,0929+0,0048 | 5,12 | 1,896+0,058 | 3,05
27 | 2,99£0,07 | 2,42 | 56,75%0,69 | 1,21 | 0,0705£0,0039 | 547 | 0,474%0,028 | 5,80
42 322+0,08 | 2,43 | 59,2740,66 | 1,11 | 0,0280+0,0008 | 2,69 | 0,5100,044 | 8,66
ST | 3,64%0.13 | 3,49 | 60,66+0,46 | 0,76 | 0,0126+0,0004 | 3,14 | 0,860+0,062 | 7.23
66 | 3,82+0,10 | 2,52 | 61.22+0,16 | 0,27 | 0,0117£0,0011 | 9,31 | 0,540:£0,052 | 9,69
73 | 3.80+0,02 | 0,40 | 61,26+0,32 | 0,53 | 0,0122+0,0008 | 6,74 | 0,712+0,035 | 4,88

© ¥ CV: Coeficiente de Variag8o (%4).
** Média dos valores das varidveis pH, Umidade, AR e CMCase obtidos sob as condigBes dos ensaios 5,

6 e 7 com os respectivos desvios padrfio.

Ao longo do processo fermentativo o pH, a umidade, a concentra¢fo de
aglcares redutores e a atividade enzimdética apresentaram coeficientes de variagio
méximos de 3,49%, 1,21%, 9,31% ¢ 9,69%, respectivamente, para a triplicata de
ensaios. Estes valores sugerem que foi possivel obter uma boa reprodutibilidade dos
dados obtidos para o processo fermentativo, pelos motivos ja mencionados no item
referente a reprodutibilidade dos dados para a fermentagtio do bagaco lavado. Um fato
importante de ser comentado é que os coeficientes de variacfio apresentaram-se menores
que 10% tanto para as triplicatas de ensaios quanto para as triplicatas de analises que fo1
de, no miximo, 0,98% para o pH, 1,21% para a umidade, 2,51% para os aglicares
redutores e 4,99% para a atividade enzimatica..

Sabendo que o0s dados obtidos para os ensaios dos pontos centrais apresentaram
coeficientes de variagio menores que 10%, mostrando que os dados do processo
fermentativo sfio bem reprodutivos, ¢ possivel analisar cada ensaio isoladamente
avaliando o comportamento das varidveis estudadas (pH, umidade, aglicares redutores e
atividade enzimatica (CMCase)) ao longo do processo fermentativo.

As Figuras de 15 a 19 apresentam os resultados obtidos para pH e umidade (a)

e agticares redutores e atividade enzimatica (b) de cada ensaio.
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Figura 15 — Perfil cinético do processo de produgio de CMCase por fermentacio semi-

solida com Trichoderma sp. em bagaco de caju sem lavar — Ensaio 1 ((a) - Umidade (¢)

e pH (=m); (b) — Agtcares Redutores (#) e Atividade Enzimatica ( 4)).
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Figura 16 — Perfil cinético do processo de produgfio de CMCase por fermentagio semi-

solida com Trichoderma sp. em bagago de caju sem lavar — Ensaio 2 ({a) — Umidade (#)
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e pH (®); (b) — Aglicares Redutores (#) ¢ Atividade Enzimatica ( 4)).
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Figura 19 — Perfil cinético médio do processo de produgio de CMCase por fermentacao

semi-solida com Trichoderma sp. em bagaco de caju sem lavar — Ensaios 5, 6 ¢ 7 ((a) -

Umidade (#) e pH (&); (b) — Agticares Redutores (#) ¢ Atividade Enzimatica (4 )).
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Uma analise de todos os ensaios do planejamento experimental para o bagago
sem lavar, mostrou que o comportamento da umidade e do pH em ambos os casos
foram semelhantes. Para todas as condigbes estudadas, a umidade manteve-se
praticamente constante no inicio do processo fermentativo apresentando um aumento no
seu valor a partir das 27 horas de fermentacfio até o final do processo devido,
provavelmente, as atividades metabodlicas ocorridas ao longo do processo fermentativo,
ja que os erlenmeyers utilizados no estudo foram tampados com algodfic e papel
aluminio.

O pH encontrado ao longo do estudo apresentou comportamento semelhante
para fodas as condigbes estudadas, O pH fo1 praticamente constante entre O ¢ 4 horas de
fermentagio para os ensaios com 65% de umidadc-inicial e entre 0 ¢ 18 horas de
fermentag@io para os casos em que utilizou-se 45 e 55% de umidade inicial (ensaios 2, 4
e pontos centrais). Em seguida, o pH sofreu variagdes ao longo do processo
fermentativo, provavelmente, devido a producfo e assimilagfio de 4cidos orgénicos
ocorridos ao longo do estudo (Botelia et al, 2007). A diminui¢do no pH pode ser .
atribuida, além da producio de acidos orgénicos, & formagfo do fon hidrogénio durante
o consumo da aménia que foi utilizada na suplementagfio de nutrientes com o sulfato de
amdnio. Nos ensaios 1 ¢ 3 (45% de umidade inicial), o pH sofrev uma diminui¢io no-
seu valor entre 18 ¢ 42 horas de fermentagdo a partir de onde aumentou até o final do
estudo. No ensaio 2 (65% de umidade inicial e 0,50% de fonte de nitrogénio), pode-se
perceber que o pH diminuiu entre 4 e 27 horas de fermentacfio, sofreu um aumento em
42 horas, diminuindo até 51 horas e em seguida aumentando até o final do processo. No
caso do ensaio 4 (65% de umidade inicial e 1,00% de fonte de nitrogénio), o pH
diminuiu entre 4 ¢ 27 horas de fermentagdio permanecendo constante até o término do
processo, mosirando que em maiores concentracdes de fonte de nitrogénio, ndo ocorreu
muitas oscilagbes no valor do pH apds 27 horas de fermentacéio como ocorreu no caso
em gue se utilizou uma menor concentraciio da fonte de nitrogénio. Na condigio de
55% de umidade inicial e 0,75% de fonte de nitrogénio, o pIl diminuiu entre 18 e 27
horas de fermentacio, aumentou aré 51 horas mantendo-se constante até o final do
processo fermentativo. Em ambos os ensatos, o pH manteve-se numa faixa ideal para
produco de enzimas com fungds filamentosos (Zheng & Shetty, 2000),

O perfil cinético de agicares redutores apresentou compo'rtahxentos diferentes

para 0s ensaios com o bagago sem lavar se comparado com a fermentagfio com o bagaco
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lavado. Nos ensaios em que a umidade inicial fo1 de 45% houve um pequenc actumulo
de aguicares redutores até 27 horas de fermentagdo quando se utilizou 0,50% de fonte de
nitrogénié e até 18 horas de fermentagdo quando se utilizou 1,00% de fonte de
nitrogénio. Lsse comportamento mostrou que em atividades de agua menores, a
quantidade de agicares redutores ainda nfo foi suficiente para o desenvolvimento do
micforganismo, Nesses ensaios, apds o actmulo dos agiicares redutores, 0§ mesmos
foram hidrolisados até o térnuno do estudo atuando como indutores no processo de
producio da enzima. Nos ensaios em que a umidade inicial foi de 65% (ensaios 2 ¢ 4)
percébeu-sc que os agucares redutores foram hidrolisados ao longe de todo processo
fermentativo, diferindo apenas entre 0 ¢ 4 horas de fermentacio que, para o ensaio com
0,5% de fonte de nitrogénio percebe-se uma pequena fase de adaptagdo do
microrganismo ac meia, O comportamento percebido quando se utilizou 55% de
umidade inicial & 0,75% de fonte de nitrogénio foi semelhanie ao encontrado para o
ensaio com 65% de umidade inicial e 1,00% de fonte de nitrogénio, os agicares
redutores foram hidrolisados desde. o inicio do processo até 51 horas de fermentacéo, a
partir de onde se manteve constante até o final do processo fermentativo.

De forma semelhante ao processo fermentative utilizando o bagaco lavado, jé
no inicio do processo foi detectada atividade enzimditica com valores entre 0,008 ¢
0,400 U/g, a partir de onde se iniciou o processe de producdo da enzima em todos os
ensaios, exceto para o ensaio 2 em que a atividade enzimatica manteve-se constante até
4 horas de fermentago para em seguida ser iniciado 0 processo de produgio. O pico de
producdo da enzima foi atingido em torno de 18 horas de fermentagfio para a maioria
dos ensaios, exceto para os ensaios 1 ¢ 3 que ocorreu em 73 e 27 horas de fermenta¢io,
respectivamente. O ensaio 1 obteve sua maior atividade enzimatica com um valor de
1,792 Ufg (0,0896 U/mL). Pode-se perceber que a produglo da enzima ¢ acentuada a
partir das 42 horas de fermentagfio, que ¢ também o momento em que o pH atinge seu
menor valor (maior acidez) e o momento em que os agucares redutores comegam a ser
hidrolisados. J4 no ensaio 2, o pico de atividade enzimadtica foi atingido com um valor
de 1,460 U/g (0,073 U/mL)} ¢ no ensaio 3 com 1,770 U/g (0,0885 U/mL). No ensaio 4, o
valor méaximo obtido de atividade enzimdtica foi de 1,212 U/g (0,0606 U/mL) ¢ nas
condigdes do ponto central alcangou seu valor méximo em 1,896 Ulg (0,0948 U/mL).
Depois de atingido o pico de atividade enzimatica, exceto para o ensaio 1, percebe-se

uma queda na atividade enzimatica até o final do processo fermentativo, dando indicios
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de que tenha ocorrido um processo de inibi¢fio da enzima pi"oduzida, provavelmente
pela presenca da celobiose, um dimero de glicose Md er al. (2008). Além disso,
percebe-se que, semelhantemente ao processo de produgfio da enzima com o bagago
lavado, a produgio de CMCase, em todas as condices, s6 ocorre a partir do momento
em que hé a diminuigéio no pH.

Uma comparagéio entre os ensaios 1 ¢ 2 mostra que com uma adi¢fio de fonte
de nifrogénio de 0,50%, obteve-se uma maior atividade enzimitica quando trabalha-se
com uma menor atividade de dgua (45% de umidade inicial) que foi o caso do ensaio |
apresentando uma atividade de 1,792 U/g (0,0896 U/mL). Chandra et al. (2008)
encontrou valores maximos de 3,24 U/g de CMCase utilizando farelo de trigo como
subsirato, enquanto que Farinas (2008) estudando vérios subsiratos para produgio de
celulases com Aspergillus niger encontrou uma atividade de CMCase em torno de 17,00
U/g quando utilizou farelo de trigo como substrato,

Os ensaios | e 3 foram conduzidos com uma umidade inicial de 45% e
percebe-se que, para essa condi¢fio, a atividade enzimética nfio apresentou variagdes
significativas quando utilizou-se 0,50% e 1,00% de fonte de nitrogénio (1,792 Ulg e
1,770 U/g, respectivamente). Farinas (2008) estudou vérios substratos (farelo de soja,
bagaco de cana, bagaco de laranja, casca de arroz e farelo de trigo) para producéio de
celulases com Aspergillus niger ¢ encontron maiores atividades de CMCase guando
utilizou bagago de laranja, farelo de trigo e farelo de soja como substrato, com
atividades em torno de 13 U/g, 10 U/g e 17 U/g, respectivamente. Ainda nesse trabalho,
a autora encontrou atividades de CMCase em torno de 1 U/g quando utilizou bagaco de
cana como substrato e em torno de 3 U/g quando utilizou casca de arroz como substrato.

Nos ensatos 2 e 4, foram utilizados 65% de umidade inicial e percebeu-se que
para essa condigio obteve-se uma maior atividade enzimdtica quando a adigfio de fonte
de nitrogénio foi de 0,50% (ensaio 2) com um valor de 1,460 U/g (0,073 U/mL). Israel
(2005), estudando a utilizagho do residuo do processamento do palmiteiro para a
produgfo de enzimas hidroliticas com Polyporus tricholoma, obteve uma atividade de
CMCase de 6,1 U/g em tratamentos adicionando de farelo de soja ao meio de cultivo.

O valor da atividade enzimética enconfrada para a condi¢fio do ponto central,
1,896 U/g (0,0948 U/ml), foi semelhante ao encontrado por Ruegger e Tauk-
Tornisielo (2003) que, estudando a atividade da celulase de fungos isolados do solo da
Fstacdo Ecologica de Juréia-Itatins, encontrou alguns microrganismos com atividades
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de CMCase proximas 4 encontrada nos ensaios do ponto central desse estudo, dentre
eles estdo Collemﬁ'ich;ﬁm sp. (0,11 U/mL), Ghiocladium roseum 11 (0,10 U/mL) e
Penicillium variabile T (0,12 U/mL). Menezes ef al. (1991) obtiveram valores
proximos a 0,25 U/mlL de celulase total de dspergiflus niger, quando utilizaram bagaco
de cana, pré-tratado com solugdo de hidroxido de sddio 4%, como fonte de carbono.

A Tabela 9 apresenta a atividade enzimatica maxima obtida para cada ensaio

bem como sua respectiva produtividade.

Tabela 9 — Atividade enzimatica maxima e produtividade obtidas para cada condigio

experimental com o bagago sem lavar.

Tempo CMCase Produtividade
Ensaio U (b.uw.) (%) N (%) ‘ '

: {(horas) (Uig) (Ulp.lh)

L 45 0,50 73 1,792 0,025

2 65 0,50 18 1,460 - 0,08}

3 45 1,00 27 1,770 0,066

4 65 1,00 18- 1,212 0,067
Ponto Central 55 0,75 18 1,896 0,105

Para os ensalos em que se utilizou 0,50% de fonte de nitrogénio, apesar de a
atividade enzimatica apresentar-se maior quando se utilizou a condigfio de menor
atividade de 4gua (ensaio 1), o ensaio 2, que fol conduzido em condi¢es de maior
atividade de 4gua, apresentou uma maior produtividade com vm valor de 0,081 U/g.h.
Nos casos em que os ensaios foram conduzidos com 45% de umidade inicial, foi
alcangada uma maior produtividade com 1,00% de fonte de nitrogénio (ensaio 3) com
um valor de 0,066 U/g.h. Para os ensaios conduzidos com 65% de umidade inicial, foi
obtida uma maior produtividade quando utilizou-se 0,50% de fonte de nitrogénio.
Dentre todas as condigbes estudadas, a produtividade foi maior quando a umidade

inicial foi de 55% e a fonte de nitrogénio de 0,75% com 0,105 U/g.h.

4.3. Anailise do Processo Fermentativo Utilizando a Metodologia de

Superficie de Resposta
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Por meio do planejamento fatorial e da analise de superficie de resposta,

verificou-se a influéneia das duas varidveis de entrada (umidade inicial, U, ¢

concentragio da fonte de nitrogénio, N) sobre as respostas (atividade enzimatica

expressa em carboximetilcelulase, CMCASE, e produtividade, PROD), observando os

valores maximos obtidos dessas varigveis.

4.3.1. Bagaco de Caju Lavado

A Tabela 10 apresenta os valores méximos de atividade enzimatica e

produtividade para cada ensaio com o bagago lavado.

Tabela 10 — Dados de atividade enzimadtica e produtividade maxima para cada ensaio

com o bagac¢o lavado.

Encaio U {(b.u.) N (%) Tempo CMCase | Produtividade

(%) {horas) (U/g) (U/g.h)

{ 45 0,50 27 0,807 0,030

2 65 0,50 66 0,733 0,011

3 45 1,00 42 1,173 0,028

4 65 1,00 18 0,585 0,033

5 55 0,75 18 1,113 0,062

6 55 0,75 i8 1,128 0,063

7 55 0,75 18 1,182 0,066

Inicialmente foi analisado o modelo empirico sem a verificagdo da curvatura

para a méxima atividade enzimatica e produtividade. Na Tabela 11 sfio apresentados os

- . . . . 2 "
modelos de regressiio e os respectivos coeficientes de determinagfio (R7). Os pardmetros

em negrito sfio aqueles estatisticamente significativos a 95% de confianga ¢ os

coeficientes das equacdes dos modelos que possuem sinal negativo, indicando que nos
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niveis mais baixos destas varidveis é onde se obtém os maiores valores da resposta

analisada,

Tabela 11 — Modelos empiricos coditicados para atividade enzimética (CMCase) e
produtividade (Prod) maxima quando analisados ao nivel de 95% de confian¢a sem o

efeito da curvatura.

Modelo Empirice R* (%)
CMCase (U/g) = 0,960143 - 0,1655U + 0,0545N - 0,1285UN 51,28
Prod (U/g.h) = 0,8641857 - 0,0035U + 0,005N + 0,006UN 10,47

O coeficiente de determinagdo (R?) ¢ uma medida da qualidade do ajustamentio
de regressdio 4 nuvem de pontos, o qual pode ser expresso em percentual, multiplicando
o resultado obtido por 100. Quanto mais proximo de 100 estiver o valor de R*, melhor &
o ajuste do modelo aos dados. Com os dados da Tabela 11, percebe-se que tanto para a
atividade enzimdtica méaxima quanto para a produtividade méaxima, o ajuste dos dados
ao modelo sem a verificagfio da curvatura niio foi bom, tendo em vista que o coeficiente
de determinagio foi de 51,28% para a atividade enzimatica méxima e de 10,47% para a
produtividade maxima, dando indicios da existéncia dos termos quadraticos no modelo,
pelo menos na regifio estudada e por 18so decidiu-se verificar o efeito de curvatura,

Na Tabela 12 sfio apresentados os modelos de regressfio e os respectivos
coeficientes de determinagfo (Rz) para o modelo testado com efeito da curvatura, Os -

parimetros em negrito sio aqueles estatisticamente significativos a 95% de confianca.

Tabela 12 — Modelos empiricos codificados para atividade enzimética (CMCase) e
produtividade (Prod) méxima quando analisados ao nivel de 95% de confian¢a com o

efeito da curvatura.

Modelo Empirico R* (%)

CMCase (U/g) = 0,8245 + 0,3165Curv. - 0,1655U + 0,0545N - 0,1285UN 99,27

" Prod (U/g.h) = 0,0255 + 0,038167Curv. - 0,0035U + 0,005N + 0,006UN 99,69

Pode-se perceber que tanto para a atividade enzimatica méxima quanto para a

produtividade maxima o coeficiente de determinagfo fo1 proximo de 100%, dando
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indicios que os dados se ajustaram bem ao modelo empirico com efeito da curvatura.
Lntretanto, para obter o modelo que produz bem o comportamento das influéncias das
variaveis independentes sobre as varidveis respostas, seria necessario ampliar os niveis
do planejamento, realizando um planejamento composto central (plangjamento fatorial
2¥ com configuracfio estrela - composto ceatral), etapa essa que ndo foi realizada,
ficando como uma perspectiva a cste trabalho.

Em fungio de os modelos codificados da regressdo dos dados experimentais
para o bagaco lavado (Tabela 10) nfo apresentarem significéncia estatistica, nfo se pdde
construir as superficies de resposta. Assim, observando-se os dados da Tabela 10,
verifica-se que operando com uma umidade inicial de 55% em base umida e com 0,75%
de adi¢3o de fonte de nitrogénio foi alcangada malor atividade enzimatica e maior

produtividade.
4.3.2. Bagaco de Caju sem Lavar

A Tabela 13 apresenta os valores méaximos obtidos para a atividade enzimética

e produtividade para cada ensaio com o bagaco sem lavar,

Tabela 13 — Dados de atividade enzimdtica e produtividade méxima para cada ensaio

com 0 bagago sem lavar.

Ensaio U (b.u.) N (%) Tempo CMCase Produtividade

' (%) (horas) (U/g) (U/g.h)

1 45 0,50 73 1,792 0,025

2 65 0,50 18 1,460 0,081

3 43 1,00 27 1,770 0,066

4 65 1,00 18 1,212 0,067

5 55 0,75 18 1,854 0,103

6 55 0,75 18 1,872 0,104

7 55 0,75 I8 1,962 0,109

Inicialmente fo1 analisado o modelo empirico sem a verificagiio da curvatura

para a atividade enzimatica e produtividade maxima. Na Tabela 14, sio apresentados os
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modelos de regressiio e os respectivos coeficientes de determinagfio (R?). Os parimetros
em negrito sAo aqueles estatisticamente significativos a 95% de conflanga ¢ os
coeficientes das equages dos modelos que possuem sinal negativo, indicando que nos
nivels mais baixos destas variaveis é onde se oblém os maiores valores da resposta

analisada.

Tabela 14 — Modelos empiricos codificados para atividade enzimatica (CMCase) e
produtividade (Prod) méxima quando analisados ao nivel de 95% de confianga sem o

efelto da curvatura.

Modelo Empirico R* (%)
CMCase (U/g) = 1,703143 - 0,2225U - 0,0675N - 0,0565UN - 53,14
Prod (U/g.h) = 0,079286 + 0,01425U + 0,00675N - 0,01375UN 32,83

Com os dados da Tabela 14, percebe-se que, tanto para a atividade enzimdtica
méxima quanto para a produtividade maxima, o ajuste dos dados ao modelo sem a
verificacfo da curvatura nfio foi bom tendo em vista gue o coeficiente de determinagio
foi de 53,14% para a atividade enzimatica maxima ¢ de 32,83% para a produtividade
maxima, dando indicios de que haja a existéncia dos termos quadraticos no modelo,
pelo menos na regifio estudada e por isso decidiv-se verificar o efeito de curvatura.

Na Tabela 15 sBo apreseniados os modelos de regressfio e os respectivos
coeficientes de determinagio (Rz) para o modelo testado com efeito da curvatura. Os

par@metros em negrito sfo aqueles estatisticamente significativos a 95% de confianga.

Tabela 15 — Modelos empiricos codificados para atividade enzimdtica (CMCase) ¢
produtividade (Prod) méaxima quando analisados ao nivel de 95% de confian¢a com o

efeito da curvatura.

Modelo Empirico Rr? (%)

CMCase (U/g) = 1,5585 + 0,3375Carv. - 0,2225U - 0,0675N - 0,0565UN 98,45

Prod (U/g.h) = 0,05975 + 6,045583Curv. + 0,014250 + 0,00675N -0,01375UN | 99,61
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Pode-se perceber que tanto para a atividade enzimatica maxima quanto para a
produtividade maxima o coeficiente de determinagio foi proximo de 100%, dando
indicios que os dados se ajustaram bem ao modelo empirico com efeito da curvatura.
Entretanto, para obter o modelo que produz bem o comportamento das influéncias das
varidvels independentes sobre as varidveis respostas, seria necessario ampliar 0s niveis
do planejamento, realizando um planejamento composto central (planejamento fatorial
2" com configuraciio estrela - composto central), como indicado para o estudo com o
bagaco lavado, etapa essa que nfio foi realizada, ficando como uma perspectiva A este
trabatho.

A existéncia de uma curvatura no comportamento das variaveis respostas pode
ser percebida analisando-s¢ os resultados mostrados na Tabela 13, que apresenta
maiores valores de atividade enziméfica e produtividade no ponto central do
planejamento, como j4 observado no estudo com o bagago de caju lavado.

Semelhantemente ao comportamento observado para o bagégo lavado, os
modelos codificados da regresséo dos dados experimentais -para 0 bagaco sem lavar
(Tabela 13) néio épresentaram significincia estatistica, e assim, nfio se pdde construir as
superficies de resposta. Observando-se a Tabela 13, verifica-se que operando com uma
umidade inicial de 55% em base timida e com 0,75% de adi¢fio de fonte de nitrogénio

foi alcangada maior atividade enziméatica e maior produtividade.
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5. CONCLUSOES

s A caracterizacfo fisico-quimica do bagaco de caju, lavado e sem lavar, mostrou que
estes possuem viabilidade para serem utilizados como substratos na sintese de celulases
ern processos de fermentagio semi-sélida.

s A atividade enzimatica, expressa em carboximetilcelulase, para o bagaco lavado
apresentou maior valor quando se utilizou 45% de umidade inicial e 1,00% de adi¢do de
fonte de nitrogénio com um pico de atividade de 1,173U/g em 42 horas de fermentagio.
Ja a produtividade alcangou um maior valor quando se utilizou 55% de umidade inicial
e 0,75% de fonte de nitrogénio, com um valor de 0,064U/g h.

o A atividade enzimdtica, expressa em carboximetilcelulase, para o bagago sem lavar
apreseniou mator valor quando se utilizou 55% de umidade inicial e 0,75% de adicdo de
fonte de nitrogénio com um pico de atividade de 1,896U/g em 18 horas de fermentagio.
A produtividade alcangou seu maior valor (0,105U/g.h) para o bagago sem lavar na
mesma condiclio que a atividade enzimatica alcangou seu pico.

o Uma comparagio entre os resultados obtidos para o processo com o bagago lavado ¢
com 0 sem lavar mostra que no bagaco lavado, a velocidade de sintese da enzima foi
menor do que a do sem lavar, fornecendo menores produtividades para todos os ensaios
estudados. Utilizando-se o baga¢o sem lavar foram atingidos picos de atividades de
carboximetilcelulase ¢ produtividades maiores que quando se utilizou o bagago lavado.
» A utilizagio da metodologia de planejamento experimental permitiu observar que
operando o processo fermentativo com as variaveis estudadas no ponto central, ou seja,
com 55% de umidade inicial e 0,75% de adi¢io de fonte de nitrogénio, obtém-se

matores atividades enziméticas e matores produtividades.
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6. PERSPECTIVAS

s Ampliar o plangjamento experimental para o Delineamento Composto Ceniral
Rotacional (fatorial complelo com configuracio estrela);

e Lstudar a :produgﬁo da enzima lcarboximeiilcelulase utilizando o substrato apds ser
submetido a um pré-tratamento para remogio da lignina, '

o Avaliar a utilizagio de outros fungos filamentos como Trichoderma harzianum,
Trichoderma viride, Trichoderma koningii, Trichoderma polysporum e Aspergillus
niger na produgio de enzimas celuloliticas; | _

e Avaliar a influéncia da agitacio e da proporgfo de fermentado-solvente na extragio
da enzima; _

» Analisar a atividade enzimatica para outras formas de cehilases como a celulase {otal

e a (-glicosidase.
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DADOS DAS ANALISES DO PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

2 BAGACO LAVADO

Tabela A1 -~ Dados das analises do planejamento experimental - Ensaio 1

(Umidade Inicial de 45% e adi¢Bio de 0,50% de fonte de nitrogénio).

Tempo de Umidade (b.u.)
Fermentacio (horas) pH (%) AR (gfg) | CMCase (Llig) -
0 4,74 45,12 0,00169 0,063
4 4,69 45,39 0,00122 0,074
18 3,65 45,50 0,01484 0,612
27 3,24 46,86 0,02504 0,807
42 3,23 49,32 0,01182 0,711
51 3,19 50,03 0,00815 0,702
66 3,27 49,61 0,00757 0,072
73 3,48 51,78 0,60705 0,567

Tabela A2 — Dados das andlises do planejamento experimental - Ensato 2

(Umidade Inicial de 65% e adi¢io de 0,50% de fonte de nifrogénio).
€

Tempo de Umidade (b.n.)
Fermentacgio (horas) pH (Yo) AR (g/g) | CMCase (Ulg)
0 4,61 64,62 0,00142 0,054
4 4.59 65,46 0,00083 0,060
18 - 3,12 66,06 0,01123 0,570
27 3,21 66,97 0,00479 0,393
42 3,37 68,22 0,00249 0,305
51 3,20 68,43 0,00189 0,189
66 3,31 68,80 0,00875 0,733
73 3,38 69,25 0,00297 0,108
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Tabela A.3 — Dados das analises do planejamento experimental - Ensaio 3

(Umidade Inicial de 45% e adi¢fio de 1,00% de fonte de nitrogénio).

Tempo de Umidade (b.u.) _ '
Fermentagiio (horas) pH (%) AR (gfg) | CMCase (Ulg)
0 4,56 45,57 0,00224 0,138
4 4,58 45,36 0.00136 0,141
18 3,59 46,09 0,01809 0,946
27 3,18 46,62 0,02303 1,119
42 3,15 47,39 0,01606 1,173
51 3,09 49,33 0,01235 1,080
66 3,12 49,96 0,01066 0,899
73 3,20 49,57 0,01369 0,883

Tabela A.4 — Dados das anélises do planejamento experimental - Ensaio 4

(Umidade Inicial de 65% e adigéio de 1,00% de fonte de nitrogénio).

Tempo de _ Umidade (b.u.) .
| Fermentacio (horas) pil (%) AR (g} | CMCase (Ulg)
0 4,50 64,84 0,00273 0,033
4 4,46 65,02 0,00372 0,066
18 3,17 66,09 0,01317 0,585
27 3,14 67,39 0,00667 0,416
42 3,13 67,93 0,00682 0,318
51 3,04 69,05 0,00614 0,249
66 3,07 69,51 0,00548 0,075
73 3,13 70,26 0,00604 0,126
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Tabela A.5 — Dados das andlises do planejamento experimental - Ensaio de

reprodutibilidade (Umidade Inicial de 55% e adi¢io de 0,75% de fonte de nitrogénio).

Tempo de . Umidade (b.u.) _ :
Fermentaciio (horas) pH (%) AR (g/g) | CMCase (Urg)

0 4,53 55,71 0,0017 0,153

4 4,52 56,35 0,0011 0,065

18 3,30 56,17 0,0167 1,141

27 3,08 57,69 0,0138 0,908

42 3,19 59,22 0,0067 0,774
51 3,21 59,79 0,0067 0,659

66 3,31 59,87 0,0045 0,491

73 3,35 61,36 0,0054 0,508

< BAGACO SEM LAVAR

Tabela A.6 — Dados das analises do plangjamento experimental - Ensaio 1

(Umidade Inicial de 45% e adigéo de 0,50% de fonte de nitrogénio).
g

Tempo de Umidade (b.u.) _
Fermentagiio (horas) pH (%) AR (g/e) | CMCase (Ug)
0 4,02 45,79 0,1525 0,008
4 3,98 45,54 0,1496 0,468
18 3,90 45,30 0,1497 0,576
27 3,46 46,80 0,1825 0,780
42 2,90 48,56 0,0539 1,368
51 3,09 48,54 0,0450 1,242
66 4,20 51,50 0,0293 1,038
73 3,44 51,62 0,0219 1,792
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Tabela A7 — Dados das andlises do planejamento experimental - Ensaio 2

(Umidade Inicial de 65% e adigfio de 0,50% de fonte de nitrogénio).

Tempeo de B Umidade (b.u.)
Fermentagio (horas) pH (Vo) AR (gfy) | CMCase (Ufg)
0 4,02 65,06 0,0932 0,132
4 3,98 65,53 0,0938 0,120
18 3,11 65,71 0,0715 1.460
27 2,98 66,91 0,0325 0,840
42 3,87 69,14 0,00359 0,300
51 3,10 69,58 0,0051 0,150
66 3,58 71,24 0,0063 0,171
73 3,87 70,79 0,0073 0,309

Tabela A8 — Dados das analises do planejamento experimental - Ensaio 3

(Umidade Inicial de 45% e adigiio de 1,00% de fonte de nitrogénio).

Tempo de Umidade (b.u.)
Fermentacao (horas) pH (%) AR (glg) | CMCase (Ug)
0 3.99 45,56 0,1305 0,270
4 3,93 46,20 0,1373 0,456
18 3,86 45,91 0,1464 0,048
27 3,38 46,56 0,1257 1,770
42 2,82 48,03 0,0430 0,521
51 3,01 48,90 0,0387 0,594
66 3,44 50,25 0,0236 0,492
73 3,56 51,45 0,0251 0,496
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Tabela A9 — Dados das analises do plancjamento experimental - Ensaio 4

(Umidade Inicial de 65% e adigfo de 1,00% de fonte de nitrogénio).

Tempo de Umidade (b.u.) :
Fermentac¢do (horas) el (%) AR (&/e) | CMCase (Ulg)
0 3,99 65,29 0,0974 | 0,036
4 . 3,94 65,59 0,0936 0,636
18 3,18 65,59 0,0764 1,212
27 2,58 66,97 0,0268 0,204
42 2,77 68,23 0,0201 0,156
s1 2,75 69,09 0,0140 0,289
66 2,68 69,91 0,0136 0,275
73 2,67 70,59 0,0108 0,021

Tabela A.10 — Dados das andlises do planejamento experimental - Ensaio de

reprodutibilidade (Umidade Inicial de 55% e adi¢io de 0,75% de fonte de nitrogénio).

Tempo de Umidade (b.u.)
Fermentaciio (horas) pH (%) AR (¢/8) CMCasg (Ule)
0 3,98 55,77 0,1047 0,400
4 3,92 56,36 0,1028 0,018
18 3.58 55,72 0,0929 1,896
27 2,99 56,75 0,0705 {},47.4
42 3,22 . 59,27 0,0280 - 0,510
51 3,64 - 60,66 0,0126 - 0,860
66 3,82 61,22 - 0,0117 0,540
73 3,80 | 61,26 0,0122 0,712
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