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TAVARES, Millena Barbosa Ribeire - Estudo da produgio da enzima celulase a partir da
matéria lignoceluldsica bagago do caju por fermentagio semi-solida utilizando o Aspergiilus
niger. Dissertacdo de mestrado, UFCG, Programa de Pés-graduagio em Engenharia Quimica.
Area de concentragfo: Recursos Regionais ¢ Meio Ambiente, Campina Grande/PB, Brasil.

RESUMO - O pedinculo do caju ¢ um material lignocelulésico que se concentra basicamente
na regifdo Nordeste e, depois de extraido o suco ¢ obtido o bagago do caju. Sua composicio
fisico-quimica varia em fungio do estado de maturagfio, do tamanho, da duragdo da colheita e
de variagdes ambientais regionais. As enzimas celulases sfo utilizadas para hidrolizar celulose
gerando fontes de carbono, como glicose, diretamente fermentesciveis para ser usada, por
exemplo, na produgdo do bioetanol. Dessa forma, o objetive deste trabalho foi o estudo da
produgdio de celulase através da fermentagio semi-solida, usando como substrato o pedinculo
de caju seco e o Aspergiflus niger CCT 0916 como microrganismo metabolizador. Para tanto,
estudou-se a influéncia das varidaveis: umidade inicial e concentragio da fonte de nitrogénio,
para determinar as melhores condigdes do processo. A temperatura de fermentagio estudada
foi de 30°C durante um tempo estimado em 72 h. As metodologias utilizadas para o
procedimento experimental foram as ja utilizadas pelo LEB (Laboratério de Engenharia
Bioquimica). Como meio de cultivo foram utilizados dois residuos do pedinculo de caju:
residuo lavado e residuo sem lavar. O teor de solidos soltveis para o lavado foi de 10,25% e
30,00% para o sem lavar. Os valores encontrados para o pH foram 4,58 para o lavado e 4,33
para o sem lavar. Para a umidade encontrou-se 5,87% e 8,22%, para o lavado ¢ o sem lavar,
respectivamente. A percentagem de celulose foi 12,75 para o residuo lavado e 11,76 para o
sem lavar. O teor de AR encontrado para o bagago de caju lavado foi 10,02%. Durante o
processo fermentativo, que foi realizado por um periodo de 72 horas, foram retiradas amostras
periodicamente ¢ foram analisados alguns parimetros que caracterizam O processo como
umidade do meio, pH, agicares redutores e atividade celulolitica. A umidade nfio sofreu
variagOes significativas ao longo do processo e o pH apresentou um perfil com tendéncia a
cair ao longo das 72 horas de fermentagio. Em termos de producdo de celulase, utilizando o
bagaco do caju lavado, os resultados da reprodutibilidade de dados nos experimentos cujas
condi¢Oes de umidade e concentragio de nitrogénio foram 55% e 0,75%, respectivamente,
mostraram que, em geral, os pontos sdo bem reprodutivos, sendo que as 30 horas de processo
obteve-se a maior produgfo de celulase (0,10U/mL). Para o teor de aglcares redutores (AR),
nas mesmas condigdes, seu perfil tende a cair ao longo do processo, sendo um indicio de que
houve um provavel consumo da fonte de carbono para produgfio da enzima. Os maiores
valores de atividade celulolitica para o residuo do pedinculo do caju lavado, foram obtidos
nos experimentos com 45% e 1,0% de umidade e nitrogénio, respectivamente ¢ 55% e 1,1%
de umidade e nitrogénio, respectivamente, sendo os picos de atividade de 0,15 U/mL para o
primeiro, ¢ 0,14 U/mL para o segundo. Os demais experimentos apresentaram Os maiores
picos de produgfio de celulase em 30 horas de fermentagfio. Comparando o processo de FSS
do bagago sem lavar com o bagago lavado nas condigdes de maior atividade para o lavado, o
bagago de caju sem lavar apresentou um pico de atividade de 0,19U/mL em 7 horas de
fermentagfo.

Palavras-chave: celulase, bagago do caju, bioetanol, FSS.
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Capitulo 1 — Introdugdo e Objetivos

1. INTRODUCAO

Um novo paradigma mundial em combustiveis ¢ energia renovaveis ¢ a
produgfo de etanol a partir de materiais lignoceluldsicos (Bastos, 2007). Hi um novo
conceito de etanol, o bioetanol, que corresponde a sua produgfio utilizando-se como
matérias-primas a biomassa lignoceluldsica, provenientes de residuos da agroindistria e
culturas vegetais via processos fermentativos que sdo, ha muito tempo, utilizados pela
humanidade para a produgéo de bebidas alcodlicas, plies, vinagre, iogurte, queijos, entre
outros, mas somente a partir do século XIX ¢ que se descobriu que os responsaveis pela
fermentacio eram microrganismos, ¢ que deu inicio & ciéncia denominada
Biotecnologia, que envolve diversas dreas como Quimica, Biologia, Genética,
Engenharia ¢ Bioquimica, entre outras. A fermentacio ¢ uma ferramenta muito utilizada
nos processos industriais € apresenta importincia crescente em diversos setores da
economia. Muitas empresas por todo o mundo produzem e comercializam produtos
obtidos através de processos fermentativos, tais como: acidos orgénicos, aminoacidos,
vitaminas, biopolimeros, solventes, enzimas, bebidas alcoolicas, alimentos, entre outros
(Borzani et al., 2001),

A produciio do combustivel etanol a partir de biomassa lignoceluldsica esta
emergindo como uma das mais importantes tecnologias para a sustentabilidade da
producfio de combustiveis renovaveis para transportes. O etanol tem uma octanagem
superior a da gasolina e produz menos emissSes sendo, portanto, amplamente
reconhecido como um substitute e/ou aditivo para a gasolina. Devido a estas vantagens
aparentes e também a ser uma alternativa renovéavel existente para combustiveis para
{ransportes, existe agora um maior interesse em comercializar tecnologias para a
produgéio de ctano! de biomassa de baixo custo. A major parte do combustivel etanol
produzido no mundo atualmente é proveniente da biomassa ou feculento e sacarose
(melago de cana ou suco), mas a tecnologia para produgdo do etanol
a partir de fontes vegetais nHo-alimentares estd se desenvolvendo rapidamente
de modo que uma produgio em grande escala serd uma realidade nos préximos anos. A
produgdio de etanol a partir de biomassa lignoceluldsica envolve diferentes etapas de
pré-tratamento, hidrolise (sacarificagdo) do etanol e recuperagiio. A hidrolise da
biomassa € essencial para a produgdo de agucares fermentaveis, que sfo depois
convertidos em etanol por acio microbiana. Os dois métodos, ou seja, hidrélise acida

e hidrolise enzimatica sfo empregadas principalmente para hidrolise da biomassa com

Millena Barbosa Ribeivo Tavares, 2009

i iAMDY vromewm . )



Capitulo 1 — Introdugdo e Objetivos

diferentes rendimentos, dependendo das condi¢des de tratamento, do tipo de biomassa ¢
das propriedades dos agentes hidroliticos. O primeiro ¢ uma tecnologia madura, mas
com a desvantagem da geracio de residuos perigosos e as dificuldades técnicas na
recuperagdio do aglcar a partir do acido. A hidrolise enzimatica, porém, é mais eficiente
e prossegue sob condigdes ambiente, sem qualquer geragdo de residuos toxicos. Este
método, que esta em rdpido desenvolvimento, tem imensos potenciais de melhoria na
eficiéncia e no custo. A comercializacfio do etanol produzido a partir de biomassa
lignocelulésica ¢ dificultada principalmente pelo custo proibitiveo da produciio de
celulase (enzima usada para sacarificagfio) disponivel atualmente. A redugfio no custo
de celulases s6 pode ser alcancada através de esfor¢os que abordem diversos aspectos
da produgéio enzimética a partir da matéria-prima utilizada e através da melhoria de
cepas microbianas usadas na produgfio. A utilizagdo de matérias-primas mais baratas e
rentdveis na fermentag@o traz como estratégia a fermentagio em estado sélido, que pode
melhorar o custo da produgéo de celulase (Ruggiero, 2002).

O tradicional processo industrial, além do produto de interesse, gera multiplas
saidas de outros materiais em forma de residuos e emissGes nfio incorporadas no
produto final que geralmente s3o aceitas como efeito normal no processo de fabricacdo.
Porém, nos ultimos anos tém se intensificado o aproveitamento de residuos,
especialmente os agroindustriais tais como, polpa ¢ folhas de café, residuos de frutas,
bagaco de mandioca, farelo de soja, bagago de cana de aglcar, polpa de beterraba, etc.
Varios processos biotecnologicos foram desenvolvidos para utilizar esses materiais na
producdo de alcool, enzimas e acidos orginicos, gerando produtos de grande valor
econdmico. Este pensamento atende a proposta ZERI, “Zero Emissions Research
Initiative™, que estabelece uma mudanga de paradigmas no conjunte das atividades
econdmicas, particularmente dos processos de produgdo industrial. A estratégia da
proposta ZERI, objetiva a transformagiio da matéria-prima em bens Gteis sem danificar
o meio ambiente, colocando os residuos e emissdes como insumos para oufros produtos
(Israel, 2005).

O pedimculo do caju ¢ um material lignocelulésico que apresenta uma estimativa
de produgio no Brasil em tomo de 1,8 milhdo de toneladas/ano concentrando-se
basicamente na regido Nordeste ¢ com aproveitamento industrial, de apenas 15 % do
total (Globo Rural, 2005). O cajueiro € origindrio do Brasil, tendo como centro de

disperso o litoral nordestino. A 4rea ocupada com cajueiro no Brasil ¢ estimada em
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Capitulo 1 — Introdugdo e Objetivos

700.000ha dos quais, mais de 90% se encontra na regido Nordeste e estio distribuidos
nos estados do Piaui, Cear4, Paraiba e Rio Grande do Norte.

Na regifio Nordeste o aproveitamento industrial do caju € feito praticamente do
frutc (a castanha) para produgdo de castanha comestivel e 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
conversdo por microrganismos. O potencial nfio utilizado representa um desperdicio de
suco extraido e do bagago que, com suas concentracSes de carboidratos, proteinas e
vitamina C, apresentam potenciais energéticos, que & bastante necessirio para
minimizar 0s graves problemas da regido Nordeste.

A busca de um melhor aproveitamento das culturas do pedinculo do caju tem
incentivado pesquisadores do Nordeste brasileiro na procura de maximizar a ampliagio
do aproveitamento dessas culturas. Com essa filosofia, busca-se utilizar as matérias-
primas em escala industrial, para atender a necessidade de desenvelvimento sécio-
econdmico e tecnologico da regifio. E dentre estas possiveis inovagdes surge como
proposta a produgfo de dlcool etilico, por fermentagio alcodlica utilizando-se como
substrato as matérias-primas lignoceluldsicas, que pode vir, se ndo substituir
integralmente a tdo tradicional cana-de-aglicar nas usinas, mas complementar a
produgdo como matéria-prima em periodos de entre safra, aumentando o tempo de
operagio das unidades fabris (usinas) (Rajeev et al., 2009).

Com isso, o esforgo na busca de altemativas para a produgiio de éalcool se
apresenta bastante atrativa para o setor. Endossado pela preocupaciio mundial, que
desponta acentuadamente no sentido da busca de alternativas para tecnologias e
combustiveis que sejam renovaveis € que possuam um menor impacto ambiental.

Dentro dos objetivos do projeto, o aproveitamento do pedinculo do caju (apds a
retirada do suco, ou seja, o bagago) ¢ contemplado como matéria-prima para produgéo
da enzima celulase por fermentagdo semi-s6lida. Essa enzima tem interesse sob o ponto
de vista tecnologico e industrial, uma vez que a mesma hidrolisa as matérias
lignocelulGsicas (materiais indiretamente fermentesciveis) fonte para produgdo do
bioetanol.

Na tentativa de minimizar os desperdicios na produgfo e industrializagiio do
pedinculo do caju, o Laboratorio de Engenharia Bioquimica, CCT/UAEQ/UFCG, vem

desenvolvendo pesquisas com a finalidade de produzir a enzima celulase a partir do
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bagago do caju e para tanto se faz necessaria a extragfio da mesma e a determinacsio da

sua atividade catalitica.

1.1. Objetivo Geral

Sendo o bagago do caju um residuo agroindustrial fibroso e que possui celulose,
hemicelulose € lignina, o presente trabalho propde estudar a produgfo da enzima
celulase por fermentagfio semi-solida, através da utilizaco do Aspergillus niger CCT
0916 da colecio da EMBRAPA TROPICAL. Essa enzima promove a hidrélise
enzimatica de substratos lignocelulosicos, hidrolisando a celulose em agucares

diretamente fermentesciveis para o processo de produgfo de bioetanol.
1.1.1. Objetivos Especificos

v" Caracterizaglo fisico-quimica do bagago seco do caju, lavado e sem lavar: pH,
densidade aparente, granulometria, cinzas, umidade, lignina, pectina, proteinas
totais, “Brix-solidos soliveis, ART-agticares redutores totais, agiicares redutores-
AR, celulose e isotermas de adsor¢iio do bagaco de caju nas temperaturas de 25,
30, 35 e 40°C;

v' acompanhamento da cinética de producfio de enzimas celulases, utilizando-se do
bagago de caju seco por fermentagiio semi-sélida e tendo o Aspergillus niger
mutante CCT 0916 como microrganismo metabolizador;

v extracdo da enzima ¢ determinacio da atividade celulolitica em termos de
atividade com papel de filiro (FPase);

v" estudar a influéncia da umidade inicial e da concentragio da fonte de nitrogénio,
para determinar as melhores faixas das condigdes do processo de fermentacio

semi-solida na produgdo de celulase;
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Potencial de residuos agreindustriais lignocelulésico para utilizacfio como

substrato microbiano

A crescente preocupaciio com o meio ambiente vem mobilizando vérios
segmentos do mercado. Indmeros Orgdos governamentais ¢ indastrias estio se
preparando para aplicar uma politica ambiental que diminua os impactos negativos a
natureza. Os orgfos fiscalizadores tém se mobilizado. Constantes revisdes tém ocorrido
em resolugdes ligadas a residuos, tais como a RDC 306/04, resolug¢do da ANVISA
(Brasil, 2004) e a Res 388/05 do CONAMA (Brasil, 2005) que classificam e propSem
tratamentos, forma de manipulagio e descarte dos residuos de servigo da saiude. Muito
se fala em Gestdo Ambiental e certificagfio da 1SO 14000, covjunto de normas que visa
o desenvolvimento de atividades dos mais diversos segmentos, sem transgredir as leis
ambientais vigentes. O século 21 esta preocupado principalmente com o meio ambiente
e a sustentabilidade do planeta.

A preocupagdo com o meio ambiente leva a viabilizacio de projetos que levam 3
sustentabilidade do.sistema de producio industrial. A industria de alimentos produz
uma séric de residuos com alto valor de (re) utilizagio. Indimeros estudos utilizando
residuos industriais do processamento de alimentos t€m sido realizados com objetivo de
aproveitamento destes. Com isso, minimiza-se ¢ impacto ambiental destes tipos de
indlstrias na regifio onde estdo situadas e ainda agrega-se valor aos produtos do
mercado.

O estudo dos impactos causados pelas atividades agroindustriais no Brasil sobre
o meio ambiente € pouco abrangente no sentido de que € restrita, normalmente, a
unidade fabril, deixando de lado outros aspectos importantes ¢ intrinsecos as atividades
agroindustriais, necessitando da implantagio de um completo planejamento ambiental
dessas atividades e das demais que lhe sdo suportes ou as complementam.

Segundo Laufenberg et al. (2003), os residuos podem conter muitas substincias
de alto valor. Se for empregada uma tecnologia adequada, este material pode ser
convertido em produtos comerciais ou matérias-primas para processos secundérios.
Numerosas substincias relacionadas ao processo de producdo de alimentos sdo

adequadas para separagfo ¢ reciclagem.
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Segundo Abarca (2003), o setor agroindustrial nfio € reconhecido pela sociedade
como um setor que afeta o meio ambiente. De acordo com este autor talvez tal fato seja
devido & sociedade valorizar mais a contribuigdo da atividade agroindustrial na
produglo de alimentos sendo, entretanto, desconhecido, para a maior parte dela, a
complexidade dos processos tecnologicos existentes neste tipo de atividade, bem como
o montante de subprodutos poluidores que so gerados e depositados no meio ambiente.

Os residuos agricolas, florestais e agroindustriais, sendo, na sua maioria,
biomassa lignoceluldsica, representam uma fonte abundante ¢ renovéavel de substratos
que podem ser biologicamente convertidos em biomassa microbiana de elevado valor
nutricional. Segundo Doelle (1996) uma tecnologia de fermentacio desenvolvida a
partir de materiais lignoceluldsicos resultando em multiplos produtos, sem efluentes
poluentes no solo, na dgua e no ar, ¢ caracterizada como uma “tecnologia integrada™.

Estes residuos agroindustriais s¥o, em sua maioria, de natureza lignoceluldsica
(Kerem et al.,1992) ¢ de acordo com Sermanni & Porri (1989) a utilizacio de
material lignocelulésico para a obtenglio de compostos de alto valor econdmico, por
biotransformagéo, € um dos mais interessantes campos da pesquisa biotecnologica.

Os principais componentes dos residuos lignocelulosicos sfio a celulose, a
hemicelulose e a lignina. O teor de nitrogénio €, geralmente, muito baixo. A proporgio
percentual dos componentes celulose, hemicelulose e lignina, assim como do teor de
nitrogénio depende do tipo de material, idade e estagio vegetativo (Rajarathnam et al,,
1992).

A Figura 1 representa esquematicamente a estrutura da celulose, que ¢ um
polissacarideo estrutural derivado da B-glucose de férmula (CgH9Os)n, sendo por isso
um polimero de "cadeia longa®. A celulose se forma através da unifio destes mondmeros
(B-glucose) através de ligagdes B-1,4-glicosidicas. A estrutura de uma molécula de
celulose € constituida por moléculas lineares de glicose. Em termos gerais, a celulose é
insolavel e altamente cristalina caracterizada por regies cristalinas em grande parte do
seu comprimento, entrecortadas por zonas amorfas. A celulose constitui o
polissacarideo predominante nos residuos vegetais, representando entre 30 a 60% do
seu peso seco total. E o principal componente das paredes celulares, responsaveis pela

sustentacdo vegetal, possuindo uma estrutura cristalina altamente resistente.
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Figura i - Estrutura de uma molécula de celulose

A hemicelulose ¢ um heteropolissacarideoc formado por duas cadeias
ramificadas, compostas de hexoses, pentoses, dcido urdnico e aglicares menores,
facilmente hidrolisdveis. Representa o segundo maior componente dos residuos
lignoceluldsicos, chegando até 40% do seu peso seco (Rajarathnam et al., 1992).

O termo hemiceluloses se refere a polissacarideos de massas moleculares
relativamente baixas, os quais estfo intimamente associados 4 celulose nos tecidos das
plantas. Enquanto a celulose, como substincia quimica, contém como unidade
fundamental exclusivamentie a B-D-glucose, as hemiceluloses sio polimeros em cuja
composi¢iio podem aparecer, condensadas em propor¢des variadas, diversas unidades

de agticar como apresentado na Figura 2 (Morais et al, 2005).

PENTOSES HEXOSES ACIDOS HEXURONICOS  DEOXIEXOSES

a-D-arabinopiranose  B-D-manose  acidoa-D-4-O-metifgiucurdnico  a-L-fucase

H OH
u-l-arabinosefuranose u-D-ga!actose dcidog-D-galacturdinico

Figura 2 - Diversas unidades de agcar
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Observa-se, na Figura 2, que algumas unidades monoméricas possuem apenas
cinco dtomos de carbono, sendo denominadas pentoses, enquanto oufras contam com
seis deles, sendo, entdio, denominadas hexoses, gerando, assim, pentosanas (polimeros
formados pela condensa¢ic de pentoses) e hexosanas (polimeros formados pela
condensaciio de hexoses), respectivamente.

Isoladas das madeiras, as hemiceluloses apresentam-se como misturas
complexas de polissacarideos, sendo os mais importantes as glucoxilanas,
arabinoglucoxilanas, glucomananas, arabinogalactanas e galactoglu-comananas.
Portanto, o termo hemiceluloses nfo designa um composto quimico, mas sim uma
classe de componentes poliméricos presentes em vegetais fibrosos, possuindo, cada
componente, propriedades peculiares. O teor e a proporgiio dos diferentes componentes
encontrados nas hemiceluloses de madeira variam com a espécie e, provavelmente,
também de arvore para arvore. Na Figura 3, apresenta-se a estrutura representativa de
uma galactoglucomanana, uma das principais hemiceluloses encontradas em madeiras

de coniferas (Morais et al, 2005).

OH

- Ro {0 RO RO 7 LT /10

HooH o gy

H OH. R = CH,CO OU H
HO7 o T H
H ,TJ‘LG GALACTOGLUCOMANANA

Figura 3 - Estrutura representativa de wna galactoglucomanana

A lignina ¢ responsavel, em parte, pela resisténcia mecdnica das madeiras e
funciona também como suporte para dispersdo dos metabdlitos excretados pelas células.
Ela pode representar até 25% de toda a biomassa lignoceluldsica produzida no planeta e
seu teor nos residuos vegetais pode atingir até¢ 40% do seu peso seco. Juntamente com a
hemicelulose, envolve as fibras celulosicas, desempenhando as fungdes de cimentante e
preservadora (Pauli, 1997). Esta agfio € possivel devido 4 estrutura tridimensional deste
heteropolissacarideo de fenilpropano, onde nfo existe ligagfio repetida na construgio
dos blocos monoméricos. Desta forma a lignina forma wma barreira fisica que dificultaa
atividade de intimeros organismos produtores de enzimas celuloliticas, limitando os

sitios de ataques enzimaticos ¢ impedindo a entrada de enzimas de maior peso
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molecular, devido ao reduzido tamanho dos capilares da biomassa, restringindo o ataque

a superficie externa (Rajarathnam et al., 1992). A Figura 4 mostra a estrutura de uma

molécula.de lignina.

C[HQOH
CH
I
CH

OCH;
OH

Figura 4 - Estrutura de uma molécula de lignina.
Fonte: Disponivel em: hirpcvnaurplas Junaliascom Acesso em: 08 de fevereiro de 2009,
Dos diversos residuos agroindustriais com potencialidade para serem utilizados
em bioprocessos, o pedinculo do caju, que possui alta concentragdo em material

lignoceluldsico (Tonini, 2004), ainda € pouco estudada,

2.2 Caju

2.2.1 Generalidades e caracteristicas do caju

O cajueiro (Anacardium Orcidentalle Linew) pertence a familia Anacardiaceae e
¢ uma planta perene, nativa do Brasil. Sua exploragdo econémica é uma atividade
relativamente nova, dos anos 1950 e 1960. Ele foi aos poucos se espalthando em todo o
territério nacional. Posteriormente os portugueses levaram o cajueiro para as Indias,
iniciando-se sua disseminagio pelo mundo, inclusive para a Africa, espaihou-se pelas
costas leste ¢ oeste deste continente ¢ 14 encontrou condicSes muito favoraveis para seu
desenvolvimento. Pode-se afirmar que nos dias atuats a drea de ocorréncia dos cajueiros
esta compreendida entre as latitudes de 30° norte e 31° sul, vegetando em estado natural
ou sob cultivo em diversos paises (Assessoria de Comunicacio FBB, 2007).

O cajueiro permite o uso de diversas partes da planta, a raiz do cajueiro pode ser
usada como purgante, ou mesmo como suporte para facilitar o transporte de
mercadorias pelos trabalhadores. A folha serve como curtume, tem um alto teor de
tanino, pode também ser usada em redes de pesca, devido sua alta resisténcia e como

medicinal na terapéutica das avitaminoses. As cascas, fambém ricas em tanino, podem
9
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ser usadas para fazer chas, contra hemorragias, diarréia e dleeras. Quando cozidas, as
cascas liberam uma substincia tintorial avermelhada-escura, muito utilizada pelos
pescadores para tingir suas roupas, redes e linhas de pesca, com isto adquirem muaior
durabilidade.

O caju &, entre as frutas comestiveis cultivadas, uma das que apresentam maior
teor de vitamina C (acido ascdrbico), a castanha pode ser consumida de diversas
formas, seu sabor e valor nutricional sdo reconhecidos. Além disto, o caju possui teores
de agucares, tamnos e minerais, entre eles o ferro, calcio e fosforo. Segundo Ventura &
Lima (1959), o caju possui ainda 14 tipos de aminoacidos, com maior presenca da
alanina, valina e leucina, segue-se ainda a prolina, triptofano e o 4cido glutimico. O
caju tem, portanto, uma importincia medicinal, principalmente do sisterna nervoso, é
um ténico de primeira qualidade e ainda antientérico, diurético e levemente depurador.

A arvore do cajuetro pode chegar a atingir cerca de 10 m de altura, apresentando
uma copa proporcional ao seu tamanho, e suas folhas sfo rosas quando jovens ¢ verdes
posteriormente. Normalmente, o cajueiro encontra condigdes ideais de cultivo no litoral
do Nordeste, preferindo wm solo seco devendo seu plantio ser realizado nas estagdes
churvosas. A planta se desenvolve em climas tropicais e subtropicais.

(O caju ¢ a segunda fruia com maior drea plantada no Brasil, ocupando uma area
de 704 mil hectares, perdendo da laranja, que ocupa mais de 803 mil hectares ¢
ganhando da banana, que ocupa aproximadamente 505 mil hectares.

Estudos da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) mostram
que cada quilo de castanha corresponde a 9 quilos de polpa. Assim, a estimativa da
produgdo da polpa, em 2007, foi de 2,3 milhdes de toneladas. Calcula-se que ¢ utilizado
apenas de 15 a 20% da polpa na fabricagio de doces, sucos, vinhos ou consumo in
natura, sendo que 80% ¢ desperdigado, ou seja, 1,9 milhdes de toneladas sfo residuos
tratados como lixo. Depois de extraido o suco, sobra o bagago do caju, muito rico em
celulose.

Uma curiosidade a respeito do caju € que aquilo que chamamos de fruta ¢ na
verdade o pedimculo (Figura 5), ou seja, o talo que prende a fruta ao galho e que,
estranhamente, no caju é carnudo, saboroso ¢ aromafico. Esta parte suculenta e
refrescante ¢ o pseudofruto do cajueiro chamado cientificamente pedinculo floral € tem
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 nos chamamos de castanha de caju (Figura 6), cuja produgdo ¢ a principal
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finalidade das lavouras. O fruto do cajueiro (a castanha) é definido como um aquénio
reniforme pendente do pedinculo floral. A castanha € constituida basicamente de trés

partes: a casca, a pelicula e a améndoa (Faria, 1994).

Figura 5 - Pedinculo do caju

Figura 6 - Castanha do caju

Sdo conhecidas cerca de vinte variedades de caju, classificadas segundo a
consisténcia da polpa, o formato, o paladar e a cor da fruta (amarela, vermelha ou roxo-
amarela, dependendo da variedade).

A composi¢do fisico-quimica do pediunculo varia largamente em fungdo da
variedade, do estado de maturagdo, do tamanho, da duracéo da colheita e de variagbes
ambientais regionais, entre outros fatores. Na Tabela 1, mostrada a seguir, ja se observa
a composi¢do quimica constituinte do pseudofruto do caju, o pedunculo suculento, o

caju. Constam na Tabela 1 os componentes com os seus respectivos valores médios.
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Tabela 1 - Composiciio quimica do pedimculo do caju

Diseriminacio Valores médios

Umidade (%) 86

®brix 11

pH 4.2

Acticares redutores (%) 7.9

Agticares totais (%) 8.4
Acidez total (%0) 0,36
Acido ascorbico (mg/100g) 204
Taninos (%) 0,35
Calcio {mg/100g) 14,5

Fésforo (mg/100g) 33
Ferro (mg/100g) 0,36
Proteinas (%) 0,74
Vitamina A (U.L) 11,32
Cinzas (%) 0,38

Fonte: Vitor Hugo de Oliveira/ EMBRAPA, 2008

Entre as plantas tropicais do nosso pais o caju € o que apresenta melhores
condigdes para a industrializagio fornecendo matéria-prima a varios tipos de industria.

Na produgfo do suco de caju, mediante prensagem dos pedinculos, gera como
subproduto o seu bagago que normalmente ¢ descartado podendo ser utilizado em
processos bioquimicos de produgfio de enzimas celuloliticas.

Sob o ponto de vista social, a caju-cultura ainda se caracteriza como uma das
principais atividades da popula¢io rural. Em quase sua totalidade ela € cultivada por
pequenos produtores, deste modo, a produgfio acontece na €poca da seca, justamente no

periodo de entressafra das demais espécies cultivadas na regido.

2.3 Producito de enzimas por via microbiana

O mercado mundial de enzimas ¢ grande, sendo que as mesmas so produzidas
por microrganismos que foram selecionados da natureza e, geralmente, modificados
geneticamente para uma producio mais eficiente e para atuar em processos que possam
ser realizados em temperaturas mais elevadas ou em outras condigbes de estresse

(Serafini et al., 2001).
12
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Para a producio industrial de enzimas por via microbiana, os microrganismos
devem ser capazes de crescer em substratos de baixo custo; produzirem a enzima em
velocidade clevada, constante ¢ em curto espago de tempo; os métodos para a
recuperagdo devem ser simples e de baixo custo; e ¢ extrato enzimatico obtido deve
apresentar estabilidade. O éxito da produgio industrial de enzimas depende do grau em
que a atividade dos microrganismos ¢ alcangada e quando se reduzem custos do
substrato empregado, da incubagdo e da recuperagio da enzima (Fellows, 1994).

Apbds a fermentagio, as enzimas sfo recuperadas do meio por centrifugacéo,
filtrag8o, precipitagio fracionada, separacio cromatogréafica, separagio por membranas,
liofilizagfio ou pela combinagio desses e de outros métodos. As enzimas intracelulares
sdo extraidas mediante rompimento celular, sendo que neste caso a recuperagio da
enzima ¢ mais dificil e seu rendimento ¢ inferior, porque parte da enzima pode
permanecer retida na massa celular, que pode ser extraida por precipitagio com acetona,

alcoois, sulfato de aménio ou por ultrafiltraco (Pessoa et al., 2003).
2.4 Enzimas celuloliticas

As enzimas conhecidas como celulases hidrolisam a ligacfio glicosidica entre
dois ou mais carboidratos ou entre um carboidrato ¢ uma porgdo ndo carboidrato. A
conversfio enzimdtica de celulose em glicose é uma ardua tarefa, devido a natureza
fisica do substrato. Na sua forma nativa a celulose é composta principalmente de fibras
cristalinas insoltiveis, nas quais as pontes de hidrogénio mantém as moléculas unidas.
Adicionalmente as fibras sfo embebidas em uma matriz de hemicelulose e lignina, a
qual reduz & acessibilidade as enzimas celuloliticas (Beguin, 1990).

Celulase € um sisiema enzimatico que quebra celulose, o principal componente
da parede celular da biomassa vegetal. Este sistema enzimdtico € o responsavel pela
hidrélise da celulose ¢ sua produgfio € o passo mais importante na produgio econdmica
de bioetanol. Os principais obstiaculos 4 exploragiio em potencial da celulase sfo
rendimento, estabilidade, especificidade e custos de produgéio (Md. et al., 2008).

As celulases sfo algumas vezes descritas como um grupo complexo de enzimas
com ag¢fo sinérgica. De acordo com Gilkes et al. (1991), este grupo reldne:

Endoglicanases (EC 3.2.1.4). s3o enzimas que catalisam a hidrédlise interna de

ligagdes B-1,4-D-glicosidicas da celufose. Podem hidrolisar também ligagGes p-1,4 em

D- glicanas que contenham ligagdes B -1,3. As endoglicanases sfio também conhecidas
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come celulases, endo B-1,4 glicanases e carboximetilcelulases. Seu substrato natural € a
celulose e xiloglicana, apresentando especificidade varidvel sobre carboximetileelulose
(CMC), Avicel (celulose cristalina), B glicana ¢ xilana.

Celulose beta-1.4-celobiosidase (EC_3.2.1.91), conhecida também como

exoglicanase, ceiobiohidrolase, f-1,4 celobiohidrolase ou Avicelase. Catalisam a

hidrolise de ligagdes B-1,4-D-glicosidicas na celulose ¢ celotetraose, liberando celobiose
das extremidades nfo redutoras das cadeias.

Beta-glicosidase (EC_3.2.1.21), conhecida como gentobiase, celobiase e

amigdalase. Catalisa a hidrélise de residuos B-D-glicose terminais nio redutores,
liberando B-D-glicose. Apresenta ampla espcificidade por B-D-glicosideos, podendo
hidrolisar também B-D-galactosideos, ao-L-arabinosideos, B-D-xilosideos e P-
Dfucosideos.

Beta-1.3(4)-endo-glicanase (EC_3.2.1.6), conhecida também como p-1,4-

endoglicanase, B-1,3 endoglicanase ou laminarinase. Esta enzima catalisa a hidrolise
interna de ligagdes B-1,3 ou B-1,4 em da glicose D-glicanas. Tem como substrato a
laminarina, lichenina ¢ D-glicana. E uma enzima diferente de glicana p-1,3-endo-
Dglicosidase (EC 3.2.1.39), embora ambas hidrolisem o substrato Jaminarina.

Celulases produzidas a partir de fungos sdo enzimas bem estudadas e séo
utilizadas em diversos processos industriais. Grande parte do conhecimento da
despolimerizagdio enzimatica de material celuldsico veio de sistema Trichoderma
celulase. Espécies de Trichoderma podem produzir quantidades substanciais de
endoglucanase e exoglucanase, mas muito baixos niveis de B-glucosidase. Esta
deficiéncia exige investigagio de fungos com potencial celulolitico, portanto, a atengiio
foi recentemente desviada para outros microrganismos incluindo os membros do género
Aspergillus.

Em uma escala comercial, a conversfio da biomassa celuldsica requer o uso de
celulases que torna o processo oneroso. Assim, para a produgdo de celulase, uma vasta
gama de microrganismos que tem sido estudado extensivamente, portanto, a triagem ¢
caracterizagiio de novos isolados sfo essenciais para tornar o processo de producdo da
enzima vidvel.

Muitos organismos produzem celulases para executar celuloses necessarias para
o crescimento e formacgdo do produto em condigdes adequadas. Estudos sobre
parimetros para obter o méaximo rendimento das enzimas celulase por fermentacdo

parecem ser necessarios, Temperatura ¢ pH sfo considerados como as mais importantes
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funges ao lado da utilizagdo de indutores adequados a este respeito (Muhammad et
al., 2009).

2.5 Exemplos de trabalthes de produgio de celulase

Md. et al., (2008) estudaram a atividade celulolitica avaliada em fermentacéo
em estado sélido utilizando o fruto da palma (EFB) em erlenmeyers. A maior atividade
de celulase 8,2 + 0,8 FPA/g foi observada no quarto dia de fermentagiio. Os resultados
indicaram que a atividade celulolitica comegou a diminuir apos 4 dias e continuou um
declinio gradual até o ultimo dia de fermentagio (15 dias). A diminuigio na atividade de
celulase pode ser devido ao efeito cumulativo de oligossacaridos especialmente
celobiose, um dimero de glicose, que é conhecido por inibir tanto endoglucanase como
B-glucosidase. Eles citam que outros estudos mostraram que celulases produzidas a
partir de fungos foram encontrados com 2,314 U/g (FPase) por 7. reesei MCG77 usando
farelo de arroz, 25,6 FPase/g por T. reesei RUT C-30 utilizando bagaco de cana, 1,43
Ul/mL (FPase) por Phanerochaete chrysosporium utilizando palha de arroz.

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

Segundo Menezes et al. (1976) a atividade celulolitica de linhagens fangicas,
como Aspergillus niger, desenvolvidas em bagago de cana foi superior as cultivadas em
carboximetil celulose e papel de filtro. Sugeriram que estas linhagens produzem a
fragdo exoglicanase, uma vez que o bagago € uma celulose in natura e ndo havia
recebido qualguer tratamento quimico, o que exigiria agdo da fragiio pré-hidrolitica da
exoglicanase antes de ser hidrolisada pelas outras fragdes endoglicanase e glicosidase.

Segundo Lowe et al. (1987) atividades celuloliticas e xilanoliticas, com
Neocallimastix frontalis, tém sido obtidas in vitro, utilizando-se papel de filtro e
celulose microcristalina como substrato. TRIVEDI & RAO citados por Vitti (1988),
observaram que agucares como glicose, sacarose, maltose e arabinose nfio induziram a
formagio de celulase total por Aspergilius fumigatus. Altos niveis da enzima celulolitica

foram observados quando celulose insoltivel foi usada como fonte de carbono.
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JOGLEKAR & KARANTH, citados por Vitti (1988), verificaram que o
desenvolvimento de Penicillium funiculosum UV49 em algodio, papel de filtro, bagaco
de cana e carboximetil celulose foi pequeno ¢ a atividade celulolitica baixa. Porém
DEKKER, citado por Vitti (1988), observou que as celuloses que nfio sdo facilmente
hidrolisadas pelas celulases, como Avicel, algoddo, celulose em pé e carboximetil
celulose parecem ser os melhores substratos para induzir a formagéo de celulase,

Menezes et al. (1991) obtiveram valores proximos a 0,25 UVmL de celulase
total de 4spergillus niger, quando utilizaram bagago de cana prétratado com solugio de
hidroxido de sédio 4%, como fonte de carbono.

Mitagres et al, (1994), a partitr de Thermoascus aurantiacus, um fungo
termoéfilo, obtiveram, por fermentagdo submersa em meio & base de hidrolisado
hemicelulosico de bagago de cana, atividades enziméticas de 4,2, 3,3, 98 UVmL para
endoglicanase, exoglicanase e xilanase, respectivamente.

Costa et al. (1997) utilizaram substratos alternativos de baixo custo, ou seja,
soja, milho e arroz na producio de enzimas, porém estes substratos ndo produziram
resultados satisfatérios na producio de celulase de 4. oryzae IMIL

Segundo Gupta & Madamwar (1997), residuos lignocelulésicos disponiveis
em abundincia podem ser excelentes substratos para a produgfo enzimdtica por
fermentagio em estado solido. Eles utilizaram uma cultura mista de Aspergillus
ellipticus e Aspergillus fumigatus desenvolvida em bagago de cana pré-tratado com
solu¢do de hidroxido de calcio a 2% e observaram que foi favoravel 2 produgdo de
celulase e glicosidase, apds 8 dias de fermentacéo

Abdelnasser et al. (1997) testaram tré€s 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 ndo tratado, palha de trigo, espigas de mitho, cascas de arroz €
celulose em pd). Espigas de milho, palha de trigo e bagago de cana tratado promoveram
maior indugio enziméatica,

Segundo Umikalson et al. (1997) uma linhagem 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 glicosidase foram 1,4, 30,8 ¢ 9,8 Ul/mL, respectivamente.

Para Vlaev et al. (1997) a méxima produgfo de celulase total foi percebida com

72 horas de fermentagfio e de xilanase com 96 horas, obtendo-se menor atividade em
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fibras de sabugo de milho do que em Avicel, possivelmente, devido a presenca de
inibidores. A atividade de xilanase na fibra de espiga de mitho alcangou 80% do valor
obtido com Avicel e a atividade de celulase total alcangou somente 30% de valor
medido com Avicel, possivelmente, devido ao maior teor de lignina naquele substrato.

Segundo Rajoka & Malik (1997) a producgiio média de celulase total por
Cellulomonas biazotea foi significativamente maior em meios contendo celulose ou
fibras de grama do que nos meios contendo fibra de algoddo, Sigmacelll00 e
carboximetil celulose, atingindo até 18 Ul/mL/h a 30°C. Apos quinze dias de incubagfo
de Pleurotus sajor caju, niveis de atividade de celulase total e glicosidase iguais a 3,7
Ul/g e 0,6 Ul/g, respectivamente, foram observados por Bisaria et al. (1997) em palha
de arroz.

Bagaco de cana, em cultura mista de Trichoderma reesei LMUC4 e Aspergillus
phoenicis, induziu a produgiio de celulase total atingindo 13,4 Ul/g, apos 120 horas de
incubagiio a 30°C (Gutierrez-Correa & Tengerdy, 1997).

Fernandes-Salomio et al. (1996) afirmaram que a maioria das enzimas
comerciais sdo obtidas por fermentagfo submersa, uma vez que os métodos modernos
de controle de fermentagéio sdo mais facilmente adaptados, os rendimentos sdo maiores
¢ 08 custos e riscos de contaminacgio menores. Por outro lado, Draetta & Lobo Filho
(1980) e Neder {1992) observaram que a quantidade e propriedades das celulases
produzidas por microrganismos dependem das condigSes de cultivo, sendo que os
fatores ambientais influem na produgio de celulases e xilanase de diversos fungos.

Aguiar-Menezes (2000) avaliaram a produgio de celulases e xilanase de
Aspergillus niger 179, crescido sobre bagago de cana, quimicamente tratado, como
substrato. Os tratamentos foram: solugfio de hidroxido de s6dio a 4%, e solugdo de
hidréxido de sodio a 4%, acido fosfbrico p.a. e vapor. A produgo das enzimas
celuloliticas (celulase total, endeglicanase e glicosidase) e xilanase foi observada nos
bagagos tratados e ndo-tratado. O tratamento com solugio de hidréxido de sédio a 4%
promoveu maior indu¢Bo de sintese da maioria das enzimas, com excegio de
glicosidase, a qual apresentou produgo semelhante para os bagagos tratados
guimicamente.

Rajeev et al. (2009) esiudando a produgfio da enzima celulase empregando T.
regsei RUT €30 em farelo de frigo, quimicamente tratado, como substrato,

demonstraram que a celulase produzid através SSF por fungos podem ser utilizados
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para hidrolise da biomassa com grande eficiéncia, uma vez que obtiveram niveis
apreciaveis de atividade de endoglucanase (0,45 U/mL) através do método CMCase.

No estudo feito por Muhammad et al., (2009), € relatada a cinética de producio
de uma ceiulase autdgena utilizando a cepa de Aspergillus niger MS82, por fermentagéio
submersa, bem como por fermentagio em estado sélido utilizando materiais
lignocelulésicos. Os pardmetros de formacdo do produto endoglucanase ¢ B-glucosidase
(QP + Yp / s} indicam que A. niger MS82 é capaz de produzir moderados a altos niveis
de ambos {endoglucanase ¢ B-glucosidase) quando cultivada em diferentes substratos
naturais que contém carbono, por exemplo, gramineas, sabugo de milho, bagacos
tratados. A maior produgio de celulase foi observada em pH 4,0 a 35°C, sob condi¢des
submersas. Crescimento e produgéo enzimatica foi afetada por variagbes na temperatura
¢ pH. Neste estudo, 0 4. niger MS82 produziu altos niveis de celulases (0,431U/mL) em
gramineas, em comparagio com outros materiais naturais lignocelulosicos.

Juhasz (2005) relataram sobre os niveis mais elevados de endoglucanase ¢ -
glucosidase de estirpe de Trichoderma reesei Rut C30 quando cultivada em materiais
lignocelulosicos apds sete dias. Outros estudos com Trichoderma viride ¢ Penicillium
Jjanthinellumare revelaram os niveis mais elevados de f-glucosidase e xilanase quando
bagaco foi utilizado em comparagio com celulose purificada, porém menor rendimento
de FPase foi anotado no mesmo suporte.

Victor et al. (2003) obtiveram 0,0743, 0,0573 e 0,0502 Ul/mL de celulase
dentro de 12h de fermentagio quando serragem, bagaco de cana e sabugo de milho,
respectivamente, foram utilizadas como substratos a partir de uma cepa de Aspergillus
favus.

Krisztina et al. (2008), estudando sobre a preparagdo e selegio de novos
celuloliticos por cepa Trichoderma atroviride mutantante, para a produgéo de celulases
e B-glucosidases, observaram que a atividade celulolitica utilizando T. reesei Rut C30
aumentou continuamente durante a fermentagfio, atingindo o maximo em torno de 0,55
FPU/mL (método FPase). Cepas mutantes produziram cerca de 0,45-0,6 FPU/mL, e
atingiram os seus maximos apos 2-3 dias de fermentagfio, enquanto que a cepa do tipo
selvagem produziu apenas 0,25 FPU/mL. T. reesei Rut C30 rendeu niveis muito baixos
de B-glucosidase (<0,1 Ul/ml), enquanto cepas mutantes produziram 4,5-8 Ul/mL B-
glucosidase ja apés 3 dias de fermentagdo. A atividade da endoglucanase das cepas
mutantes foram wm pouco maior (~160-180 EG/mL) do que a de Ruwr C30 (~130
EG/mL).
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2.6 Aplicacio industrial das enzimas celuloliticas

As celulases t€m uma ampla variedade de aplicacdes industriais. Sio utilizadas
como aditivo no preparo de enzimas digestivas, como componente de detergentes, no
clareamento e amaciamento de fibras téxteis, no tratamento de aguas residuais, na
inddstria de alimentos para aumentar o rendimento da extragio de amido e odleos
vegetais e como aditivos de ragiio animal (Bhat et al., 1997).

A partir de 1980, as celulases foram introduzidas na indistria téxtil e de
detergentes, passando a ser um importante componente do mercado mundial de
enzimas, vém sendo usadas também, muito eficientemente em detergentes enziméticos
biodegradaveis (Mitidiert et al, 2002). As celulases estfio sendo produzidas
comercialmente em cultivos submersos, contendo, como fonte de carbono e de indugdio,
a celulose (Bitencourt et al., 2002).

Na inddstria alimenticia, as celulases sfo usadas em varios processos,
principalmente, na extragdo de: componentes do ché verde, proteina de soja, dleos
essenciais, aromatizantes ¢ do amido da batata doce. Essas enzimas participam, ainda,
dos processos de producdo do vinagre de laranja, do Agar, na extrago e clarificagio de
sucos de frutas citricas (Orberg, 1981).

Atualmente, tem sido estudada a produgfo de enzimas como a celulase para ser
utilizada em processos de conversfo de celulose em glicose para produgio de bioetanol

secundério.
2.7 Fermentaciio em estado sélido

A fermentagiic do ponto de vista bioquimico ¢ um termo geral que denota a
degradagiio anaerébia da glicose ou de outros nutrientes orgénicos em varios produtos
(caracteristicos para diferentes organismos) para obter energia na forma de ATP
(Lehninger et al., 2002). E um processo comumente desenvolvido por microrganismos
(bacterias, fungos e leveduras) cujo desempenho depende muito da composigio do meio
de culiura onde sdo colocados (Schmidell et al., 2001), pois cada ser vivo responde de
maneira Gnica ao ambiente, usando mecanismos fisicos ou quimicos para a formagio do
produto desejado (Cooney, 1981).

Fermentagiio semi sélida, fermentagdio de substrato solido, fermentacfio em

estado so6lido, ou simplesmente FSS € o processo em que 0s microrganismos crescem
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sobre ou dentro de particulas em matriz sélida, onde o contetido de liquido ligado a ela
estd a um nivel de atividade de 4gua que assegure o crescimento e metabolismo das
células sem exceder & maxima capacidade de ligac8io da agua com a matriz sélida, ou
seja, € 0 processo no qual microrganismos crescem sobre materiais solidos, em auséncia
“ou quase auséncia” de agua tivre (Del Bianchi et al., 2001).

As necessidades da I'SS sfo satisfeitas com menor infra-estrutura e recursos
humanos qualificados relativamente menores além de ser capaz de utilizar matérias-
primas mais baratas para a produgdio enzimatica. Todas estas vantagens aumentam a
economia deste tipo de fermentacfo para a producfio da enzima. FSS também produz
um produto mais concentrado, ¢ que no caso de produgfio de bioetanol, € muito
vaniajoso (Rajeev et al., 2009).

A matriz sdlida pode ser classificada em duas categorias: 1) as particulas s#o, ao
mesmo tempo, suporte e substrato {materiais orginicos ¢ lignocelulésicos); 2) a matriz
solida € apenas um suporte e deve ser acrescida de nutrientes.

A ocorréncia da fermentagfio em estado solido ¢ mais antiga que o proprio
homem, sendo, portanto, muito dificil precisar o inicio desta pritica pela atividade
humana. Sabe-se, contudo, que véarias formas de alimentos utilizando esse processo
microbiano fazem parte da dieta de diversos povos ha muitos séculos, como por
exemplo, na produgdo de pao desde 2600 a.C. pelos egipcios; na producdio de molho de
soja na China em 3000 a.C.; na maturaciio de queijos por fungos em 1000 a.C.; na
produgdo de alcool etilico a partir de milho entre 1937 - 1949 (Araiijo, 2004).

Empregado primeiramente em paises do Ortente, na elaboracio de alimentos, e
posteriormente na Europa e América.

Até a metade deste século, para o caso de fermentacdo semi-solida, as pesquisas
em torno da producio de enzimas microbianas. Porém, para agilizar a producio de
penicilina, durante o periodo da Segunda Guerra Mundial, houve a opgfio de
desenvolver os processos que envolviam a fermentagiio submersa em tanques
profundos, negligenciando os processos em estado solido.

No Japdo, contudo, o processo tradicional, que era realizado em bandejas de
madeira ou bambu, foi sendo aperfeicoado. Projetaram-se incubadoras automatizadas
com inoculagdo, controle das condigdes ambientais, agitagdo controlada do meio e
recuperaciio do produto final, utilizando-se também linhagens mutantes melhoradas.
Esses fatos conduziram ao Jap#o 2 obtengio de uma tecnologia cada vez mais avangada,

em termos de produgio por fermentacio em estado solido.
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Nos paises do Ocidente, nos dias de hoje, diversos estudos estdio sendo
realizados utilizando-se substrato sélido, porém, em niveis industriais, o processo
submerso continua sendo o principal sistema de geracfio de produtos obtidos via
fermentacao, sendo muito pouco o nimero de empresas que empregam a FSS para estes
fins.

Embora a FSS tenha sido desenvolvida para a manufatura de produtos
tradicionais, como alimentos e bebidas fermentadas, sua aplicagfio, atualmente, tem se
estendido as inddstrias farmacéuticas e bioquimicas, destacando-se alguns produtos e
processos como enzimas, dcidos orglnicos, etanol, biogés, antibidticos, surfactantes,
toxinas, agentes de Dbiorremediacfio, cogumelos comestiveis, polissacarideos
microbianos, biopesticidas, enriquecimento protéico de alimentos fermentados, pré-
digestdes de raghes animais ¢ variacdes dos tradicionais alimentos fermentados. De uma
forma geral, a aplicagio comercial dos processos de fermentagio em estado sélido pode
ser dividida em dois tipos: 1) aplicagBes siécio-econdmicas como compostagem de
residuos, ensilagem e aproveitamento de residuos agroindustriais; 2) aplicagdes
lucrativas, economicamente, como produgio de enzimas, acidos orginicos ¢ alimentos

fermentados.
2.8 Fatores que influenciam o processo

Segundo Gutierrez et al. (1997) todos os processos de fermentagfio em estado
solido, necessitam das seguintes etapas: seleciio cuidadosa da matéria-prima ou
substrato, escolha de um microrganismo especifico ¢ controle dos pérﬁmetros da
fermentagfio propriamente dita .

Os principais fatores que afetam a sintese microbiana de enzimas em um sistema
de FSS incluem: selecfo de um substrato satisfatério e microrganismo; pré-tratamenio
do substrato; tamanho de particula (espago inter-particula e 4rea superficial) do
substrato; umidade e atividade de agua (ay) do substrato; temperatura ¢ pH da
fermentagfio; periodo de cultivo; manutengo de uniformidade no ambiente do sistema
em FSS, taxa de consumo de oxigénio (Pandey et al., 1999).

Segundo Del Bianchi et al., (2001) e Pandey et al.,, (2001), o controle de
determinadas varidveis se faz necessario para a obtengio de produtos com

caracteristicas constantes e uniformes.
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2.8.1 Umidade ¢ Atividade de agna

O teor de umidade do substrato € um dos principais par@metros que influencia o
sucesso de uma fermentagio em estado sélido.

Para Murthy et al. (1993), o teor de umidade inicial & um dos fatores que mais
afetam o crescimento microbiano e a formagfo de produto, pelo fato de determinar a
quantidade de agua inicial disponivel para o microrganismo ¢ por fazer com que o
substrato se dilate, facilitando assim, a penetracio do micélio para a utilizacfo do
substrato.

A natureza do substrato, as necessidades do microrganismo utilizado e o tipo de
produto final desejado s&o os principais fatores que determinam o grau de umidade que
o substrato devera ter ao longo da fermentagfio.

Um substrato apropriadamente umedecido deve ter um filme superficial de dgua
visando facilitar a dissolugfo e transferéncia de massa de nutrientes e de oxigénio.
Porém, entre as particulas devem existir canais que permitam a difusfio de gases € a
dissipagéio de calor.

Assim, se o nivel de umidade for elevado, implicard no decréscimo de
porosidade do substrato e ira resultar em uma menor difusio de oxigénio no mterior do
meio ¢ conseqiientemente decréscimo de trocas gasosas, além de aumentar o risco de
contaminacdo, principalmente a bacteriana (Losane et al, 1985). Para niveis de
umidade menores que o necessitado, haverd maior dificuldade na difusdio de nutrientes,
resultando em um crescimento do microrganismo menor do que o possivel e esperado e,
conseqiientemente, com menor produciio do produto desejado, lembrando que, a um
teor de umidade abaixo de 12%, ndo ha desenvolvimento microbiano.

O teor de umidade na FSS pode variar entre 18 e 85%, sendo ele estipulado em
fungfic do poder de absor¢do do substrato. A umidade otima para o cultivo do
microrganismo em FSS é dependente da capacidade do substrato em reter dgua. Por
exemplo, o nivel de umidade 6timo para o cultivo de Aspergillus niger em arroz € de
40%, entretanto, para polpa de café é de 80%. O requerimento de &4gua pelo
microrganismo deve ser definido em termos de atividade de 4gua do meio em lugar da
umidade do substrato solido (Deelle, 1996).

A atividade de agua do meio é o parimetro que fornece a quantidade de agua

nio ligada viavel & disposi¢fio dos microrganismos. Ela € definida como a razio entre a
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pressdio de equilibrio de vapor do substrato em relagfo & 4gua pura, & mesma

temperatura e ¢ definida de acordo com a expressio a seguir (Ramana et al., 1993).

Onde:
4, = atividade de agua
P = pressdo de vapor da 4gua contida na solugio ou no alimento

Py = pressio de vapor da dgua pura, a uma dada temperatura

A atividade de aguva esta relacionada a quantidade de dgua disponivel para o
desenvolvimento do microrganismo (dgua livre). O teor de agua do meio (umidade)
revela a concentraglio de Agua existente em determinado material, sendo expresso
normalmenie em termos percentuais.

Assim, cada microrganismo tem um nivel de a,, minimo para que possa efetuar
suas atividades metabélicas. Em termos gerais, por exemplo, os fungos possuem uma
atividade de agua minima de 0,7. No caso do Aspergillus niger, a quantidade minima de
atividade de agua necessdria a sua sobrevivéncia € 0,77 (Afonso Junior et al., 2003);
Leitiio (1997).

O estudo da atividade de 4gua pode ser feito através de isotermas de sorgio
(dessor¢do e adsor¢do), que permitem a determinagio do valor da monocamada de 4gua
ligada no substrato. Estudos realizados por pesquisadores afirmam que nfio se deve
retirar 4gua em quantidade inferior a monocamada, por este ser o limite abaixo do qual
se inicia uma série de reagdes quimicas indesejaveis no substrato.

Segundo Fennema (1996), as isotermas de sor¢do podem ser representadas
graficamente relacionando a umidade de equlibrio expressa em massa de agua por
unidade de massa de matéria seca com sua atividade de Agua a temperatura constante.
As isotermas podem ser de adsor¢io, onde o material passa pelo processo de
umedecimento, ou de dessorgdo, processo pelo gual ocorre a secagem do material.

O controle da umidade na fermentagdo semi-sélida pode ser utilizado para
modificar a produgio e excregdo de metabdlitos (Pandey, 1992). O metabolismo dos

microrganismos ¢ fortemente influenciado pelas condi¢Ses de atividade de agua e

23

Millena Barbosa Ribeiro Tavares, 2009



Capitulo 2 — Revisdo Bibliogrdfica

através do seu controle, pode-se regular a fermentagio e formar condi¢des favoraveis
para a brossintese do produto desejado (Pandey et al., 2001).

Existem diversas equaces disponiveis na literatura que descrevem a relagfo
entre a atividade de agua e o contetido de umidade a uma determinada temperatura em
alimentos, entdo, com o objetivo de prever o comportamento das isotermas, foram
propostos por véarios autores diversos modelos de ajuste de isotermas de sorg#o, que sdo
ateis no conhecimento das caracteristicas do produto. Para o ajuste dos dados
experimentais das isotermas de sor¢fo, € necesséario utilizar modelos matematicos e
fazer a correspondéncia entre o teor de umidade em equilibrio do produto analisado
(Xeq) e a atividade de agua (ay).

Apesar de suas limitacdes, com alcance restrito de atividade de agua (0,3 — 0,4)
(Timmermann et al., 2001), o modelo de Brunauer, Emmett and Teller (BET), (Tabela
2), ¢ ainda usado para o cilculo do valor da umidade na monocamada por ser
recomendada pela IUPAC (Unifio Internacional de Quimica Pura e Aplicada)
{Timmermann, 2003). O modelo de Guggenheim, Anderson ¢ de Boer (GAB), (Tabela
2) é considerado adequado para representar os dados experimentais na faixa de
atividade de agua (0,1 — 0,9) de interesse mais pratico em alimentos (Iglesias &
Chirife, 1995).

Tabela 2- Modelos maternaticos para o ajuste de isotermas

Modelos Equacio
BET XE=XMXC3XH"’X 1-(n+Dx(a,) xnx(a,)"" ()
(idaw) 1_(1_C8)xaw~_cﬁx(aw)n+t
GAB , X, xCxKxa, @
(I-Kxa,)x(1-Kxa, +CxKxa,)
Em que:
XE -- umidade de equilibrio (base seca)
ay — atividade de agua
Xw ~ umidade na monocamada molecular
Cp — constante de BET
C — constante relacionada ao calor de sor¢éo da camada molecular
K — fator de corregfio das propriedades das moléculas na multicamada
n — ntimero de camadas moleculares
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2.8.2 pH

O controle do pH durante a FSS, embora este seja um dos parfmetros mais
criticos, dificilmente serd conseguido devido & heterogeneidade e 4 consisténcia do
material. Como tentativa de amenizar o efeito de uma variagdo brusca do potencial
hidrogenidnico, utilizam-se substratos com boa capacidade tamponante ou a adigfo de
solugdes-tampdo durante a etapa de umidificagfio do substrato (L.osane et al., 1985).

O pH ¢ um fator importante em qualquer processo bioldgico, havendo valores
minimo, otimo e maximo de pH para o desenvolvimento de cada microrganismo
(Perazze Neto, 1999). De acordo com France et al. (2001), o pH em torno da
neutralidade (entre 6,5 ¢ 7,5) € o mais favoravel 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, onde
os valores de pH 6timo para a multiplicagéo de Aspergilius niger é entre 3 ¢ 6.

O pH de um cultivo varia devido as reagdes que ocorrem durante as atividades
metabolicas do microrganismo. Quando acidos orgdnicos sfio secretados, como dcidos
acético ou lactico, causam o decréscimo do pH. Entretanto, o consumo destes acidos
guando presente no meio causa 0 aumento do pH. A utilizac8o de fonte de nitrogénio
causa variacio de pH. Com sais de aménia o pH geralmente decresce durante o
crescimento celular, devido a formagdo do ion hidrogénio durante o consumo da
amdnia. Quando nitrato serve de fonte de nitrogénio o pH tende a subir (Doelle, 1996).

Muhammad et al., (2009) observaram que o maior pico de endoglucanase foi
obtido quando 4. niger MS82 foi cultivado em 30 e 35°C com um pH inicial do meio
igual a 4. A produgdo da enzima diminuju drasticamente com o pH igual a 5 ¢ se
manteve aproximadamente constante até 7. O pico de endoglucanase diminuiu
ligeiramente quando a temperatura de incubagiio foi de 25°C; no entanto, o nivel da
enzima continuou a dimiouir com o aumento do pH do meio. Um aumento na
temperatura de incubacfio para 40°C afetou drasticamente a produgéo de endoglucanase
em todos os pH.J4 para a B-glucosidase, os niveis mais elevados foram obtidos em 25°C
e pH 4, e diminuiu drasticamente com um aumento do pH do meio para 5, continuando
a diminuir com o aumento do pH para 7. Houve uma ligeira redugio na taxa de
produggio, quando a temperatura de incubagédo foi de 30°C e 35°C. A produgio de p-
glucosidase foi drasticamente afetada & 40°C e continuou a diminuir com um aumento

no pH e tornou-se insignificante com pH 7.
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Xiong et. al. (2004) relataram que houve uma correlagiio entre o pH inicial do
meio e picos de celulase por Trichoderma reesei Rut C-30. Foi relatado que
Trichoderma reesei Rut C-30 apresentou maior produgéo de celulases, quando o pH do
meio contendo lactose foi ajustado para 4,0-4,5. Este estudo sugere também que o pH

acido (4,0) do meio induz a producfio de celulases.
2.8.3 Temperatura

A temperatura afeta diretamente o crescimento microbiano e a formacio de
produto.

As atividades metabolicas dos microrganismos e a altura da camada do substrato
podem produzir uma grande quantidade de calor durante o processo de fermentagfo
levando a um aumento de temperatura e prejudicando o processo. Como a temperatura
afeta diretamente a germinagfio dos esporos, o crescimento ¢ a esporulacdo dos
microrganismos e a formacgio de produto, o calor produzido devera ser imediatamente
dissipado, para que o aumento da temperatura nfo prejudique a fermentagfo desejada.
Isso pode ser efetuado com a introdugfio de ar comprimido através do meio de cultura,
com o controle da temperatura da sala ou do equipamento onde ocorre a fermentacio,
ou pelo sistema de camisas de refrigeragiio em torno do fermentador com circulacdo de
dgua refrigerante (Losane et al., 1985).

Remover calor por evaporagio é o método mais eficiente e pode remover 80%
do calor gerado. No entanto, a perda de umidade nesta escala representa um sério
problema na FES onde o conteddo de umidade ja € baixo. Neste caso, o resfriamento
por evaporago pode ser acompanhado por reposi¢io de umidade.

No inicio da fermentacéio, tanto a temperatura como a concentracio de oxigénio,
sdo os mesmos em qualguer ponto do leito. No entanto, com o progresso da
fermentacio, o oxigénio se difunde, permitindo que as reagdes metabdlicas acontegam,
fato que, por sua vez, libera calor, o qual ndo ¢ facilmente dissipado devido & baixa
condutividade térmica do substrato e a dificuldades na condugdo através do leito da
fermentagdo. Sendo assim, so formados gradientes de temperatura e de concentragdo
de oxigénio, que podem se tornar excessivos dependendo dos pardmetros de controle do
sistema. Nesse caso podem ser formadas zonas de alta temperatura e baixa concentragfo
de oxigénio, que afetam negativamente a produtividade em termos de formacfio de

biomassa e metaboélitos desejaveis (Palma, 2003).
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Existe uma temperatura minima, abaixo da qual o microrganismo ndo se
desenvolve, uma temperatura 6tima na qual o crescimento microbiano € maximo ¢ uma
temperatura maxima, acima da qual nfio ha crescimento microbiano. A grande maioria
dos microrganismos & mesofila, ou seja, a temperatura étima de multiplicagiio ocorre
entre 25 ¢ 40°C). No caso da produgdo de proteina com o Aspergilius Niger, Del
Bianchi et al. {2001) observaram os maiores resultados ocorrem a 35°C, ja a 45°C,

ocorre uma perda sensivel na eficiéncia do processo.
2.8.4 Aeracio

Sabe-se que para um bom rendimento e uma ripida fermentagio em substrato
solido, € necessério o uso de uma grande 4rea superficial do meio de cultura no qual o
microrganismo pode se desenvolver em contato com o ar. Na maior parte dos processos,
tanto em nivel laboratorial como industrial, a oxigenagfio do meio é realizada pela
introduciio de ar esterilizado sob presséio no equipamento de fermentagio.

0 volume ocupado pelo microrganismo dentro do substrato depende das
caracteristicas do substrato e da umidade. A umidade deve ser 6tima, se for muito alta
os espagos nulos ficam cheios de 4gua e o ar ¢ impulsionado para fora, criando
anaerobiose. Por outro lado, se a umidade for baixa, o crescimento de microrganismos
serda dificultado, A transferéncia de oxigénio inter-particulas pode ser alcangada pela
mistura e aeracio do meio, sendo a eficiéncia influenciada pela fragdio nula e a umidade
do substrato sélido. Porém, para valores altos de fragfio nula, a mistura ¢ aeragfio nio
sdo suficientes para oxigenar a célula, comprometendo, dessa forma, seu crescimento.

Del Bianchi et al. (2001) comenta que existem diferentes formas de se obter
uma movimentagdo interna do ar no substrato, proporcionando uma melhor
transferéneia de oxigénio, utilizando-se material poroso mediamente granulado ou
fibroso e pelo uso de uma pequena espessura da camada de substrato. Afirmam ainda,
que a quantidade de ar estéril a ser introduzido no processo fermentativo depende da
natureza dos microrganismos bem como da espessura da camada de substrato, dentre
outros pardmetros.

Correia (2004) citou que a aeragiio cumpre fungdes basicas como manter
condigSes aerdbicas; eliminar o didxido de carbono formado; regular a temperatura do

substrato; ajustar o nivel de umidade.
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Os sistemas de FSS tém cariter heterogéneo e a transferéncia de oxigénio é
limitada por um filme liquido na superficie do substrato. Como nfio existe dgua livre no
meio, a drea interfacial e a pressfio parcial de oxigénio tornam-se fatores cruciais. A
transferéncia de oxigénio acontece, fundamentalmente, em duvas instincias:
transferéncia inter-particulas e transferéncia intra-particulas.

A maioria dos cultivos semi-solidos permite o livre acesso do oxigénio
atmosférico ao substrato, j4 que o oxigénio é capaz de se difundir, com rapidez, pelo
filme liquido superficiat formado nas particulas do substrato.

A passagem de ar através do leito permite elevadas taxas de crescimento e
produtividade, mas, pode levar ao desenvolvimento do fenémeno de secagem que faz
com que a transferéncia de nutrientes & metabolitos sejam lentas ou nulas, que a pressio
osmdtica do meio aumente e se acelere o processo de esporulagio. Para controlar ou
minimizar este problema, o ar deve ser saturado em vapor de 4gua ou proximo da
saturacio.

De acordo com Doelle (1996), a taxa de aeragfo 6tima nos processos de FSS €
determinada pela natureza do microrganismo usado, do requerimento particular de
oxigénic para o crescimento e sintese de produtos, da quantidade de calor metabdlico
gerado, do grau de CO, e outros metabdlitos volateis que devem ser eliminados, da
espessura e densidade aparente do meio e da umidade.

De acordo com Thiemann (1985) a fermentagfio semi-solida necessita de quatro

a cinco vezes mais oxigénio que a fermentagfio submersa.
2.8.5 Microrganismo

Pandey (1992) indica que os processos por fermentacio em estado solido podem
utilizar tanto os microrganismos no seu estado natural como na forma de culturas puras
individuais ou, mais raramente, na forma de culturas mistas.

A Trichoderma celulases, que ¢ a cepa mais amplamente estudada para
producgdo de celulases, tem apresentado vérias desvantagens, e tentativas para utiliza-la
em algumas bioconversdes nfo foram bem sucedidas por diversas razes
tais como: baixa produtividade enzimatica, baixa atividade especifica ¢ inibi¢io do

produto final; e uma das razdes que tem sido relatada para baixos rendimentos

enzimaticos, € a repressiio da enzima biosintetizada devido a celobiose, um vez que
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Trichodermas sio geralmente deficientes em B-glucosidase, portanto a celobiose
acumula e reprime a biossintese da enzima (Mahesh et. al., 2009).

Devido aos baixos niveis de agua no sistema, os fungos filamentosos tém
recebido a maioria das atenges nas atuais pesquisas, pois apresentam maior capacidade
de crescimento na auséncia de 4gua livre, uma vez que se adequam ao meio e excretam
grandes quantidades de enzimas nestas condigdes.

O préprio modo de crescimento dos fungos gera uma vantagem sobre os
microrganismos unicelulares. A combinacfio de prolongamento da regifio apical e a
geragBo de novas hifas permitem aos fungos uma rapida colonizacdo dos substratos
solidos, além de uma methor utilizagio dos nutrientes disponiveis. De forma
coordenada ao crescimento, os metabdlicos excretados pelo microrganismo permitem a
penetragiio das hifas nas particulas sélidas, o que aumenta o contato e a disponibilidade
dos substratos macromoleculares, bem como a assimilagio e metabolizacio dos
nutrientes (Pinto, 2003).

Na FS8S o crescimento acontece pela extensio das pontas das hifas sobre a
superficie solida, sendo a diregéio ¢ a velocidade do crescimento determinadas pela
disponibilidade dos nutrientes, bem como pelas caracteristicas do substrato (Losane et
al, 1985). As hifas crescem ao longo da superficie da particula solida dmida utilizando
o filme liquido como fonte de umidade e nutrientes e os poros do substrato como espago
para o crescimento em busca de novos nutrientes.

Como todo processo fermentativo, a escolha do microrganismo adequado ¢ uma
peca chave no sucesso da produgio descjada. Por exemplo, a cultura de Aspergillus
niger tem a capacidade de produzir 19 tipos diferentes de enzimas, dependendo da
indugfo e/ou do substrato utilizado (Pandey, 1992).

Neste sentido, a fermentaciio em estado sélido tem se mostrado apta a realizar
varios tipos de transformag0es, seja ela por fungos, bactérias ou leveduras, e o que ird
determinar a escolha da linhagem mais apropriada, durante a fase de selegho de
microrganismos, sera o estudo detathado do processo, visando obter o methor meio de
cultura e as melhores condigBes ambientais da fermentagfo, principalmente no que se
refere & temperatura e & umidade do sistema.

Raghavarao et al. (2003) comentam que bactérias e leveduras crescem em
substrato solido com um teor de umidade entre 40-70%, como na compostagem ou na
ensilagem aerGbica ou anaerébica, mas o crescimento e propagagdo das células ricas em

proteinas sempre necessitam de agua livre.
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2.8.5.1 InGeulo

Mudgett citado por Perazze Neto (1999) comenta que é necessario otimizar a
concentracdo de indculo nas fermentagbes em substrato s6lido, uma vez que uma baixa
concentraglo de indculo pode favorecer o desenvolvimento de microrganismos
indesejaveis e formar pouca biomassa. Por outro lado, um indculo com elevada
concentragdio de esporos pode exaurir o meio para a formagio de biomassa, reduzindo a
quantidade de produto desejado. O autor ainda relata que, caso se deseje a produgio de
biomassa ¢ recomendado o emprego de indculo elevado para evitar contaminantes, no
entanto, deve-se ter cuidado para ndo elevar muito o custo de produgio com a
preparacio de indculo.

Zil# et. al. (2000) visando gjustar metodologia de produgio de indculo, isolaram
o fungo Alternaria cassiae, selecionado como agente para biocontrole de fedegoso
(Senna obtusifolia), estudado quanto ao crescimento micelial e esporulagdo em
diferentes meios de cultura e condigdes de cultivo. Meio V-8 caseiro sem adicdo de
CaCOs, incubacgio em volume de 200-250 ml. de meio (cerca de 50% do volume do
frasco), periodo de 48 horas de agitacdo a 250 rpm, seguida de exposicdo da massa
micelial em escuro continuo foram as condi¢fes que se mostraram mais adequadas para
a producfio de indculo em larga escala. A esporulagéo foi favorecida por incubagéo da
massa micelial a 25°C. A adogfo de 300 ml. de massa fiingica por bandeja (29,9 x 44,5
X 5,0 cm) possibilitou secagem rapida, assegurando a integridade dos conidios, refletida
na maior infectividade do indculo produzido.

Del Bianchi et al. (2001) estudando a produgfo de 4cido citrico por fermentagéo
semi-solida com o 4spergillus niger, inocularam uma suspenséo na concentragéo de 2 x
10° esporos/g substrato, e verificaram que ap6s 4 a 6 dias houve uma conversio de 80%.

Perazzo Neto (1999) estudando o enriquecimento protéico da algaroba
(Prosopis juliflora) ¢ da palma forrageira (Opuntia ficus-indica) utilizou uma suspenso
de esporos de Aspergillus niger IA-UFPE 2003 em 4gua destilada, proporcionando uma
concentragiio de £10° esporos/mL. Para cada quilo de substrato triturado foi inoculade
300mL da suspensdo de esporos, correspondendo a +107 esporos/kg de substrato.

2.8.5.2 Aspergillus
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Um grande nimero de microrganismos s30 capazes de produzir celulases, no
entanto, os fungos sio considerados mais ativos que os demais. Diferentes cepas
pertencentes a Trichoderma sp. t€m sido amplamente estudadas a este respeito. Uma
série de estudos revelaram que Aspergillus sp. produzem quantidades relativamente
grandes de endoglucanase e B-glucosidase, mas os baixos niveis de exoglucanase,
juntamente com elevados niveis de proteina o tornam um organismo ideal para
aplicagdes industriais. Estudos conduzidos por Iyayi (2004) ¢ Kang et al. (2004)
revelaram niveis mais elevados de produgfio de celulases por cepas aut6genas.

Kang et al. (2004) relataram que a cepa de A. niger KK2 pode produzir
celulases em fermentagio semi-sélida. Outros estudos sobre a fermentagfio dos produtos
agroindustriais, pelo A. niger, A. flavus e Penicillium sp., levou a uma conclusio de que
as linhagens de A. niger sdo melhores degradantes de celulose em substratos naturais
brutos.

Existemn cerca de 200 espécies de Aspergillus, comumente isolados do solo, de
plantas em decomposicio ¢ do ar. As espécies de Aspergillus produzem um grande
nimero de enzimas extracelulares muitas das quais sfio aplicadas na biotecnologia
{(Wainwright, 1995). Dentre as espécies mais conhecidas encontram-se o Aspergilius
flavus, A. niger, A. awamori, A. oryzae, A. nidulans, A. fulmigatus, A. clavatus, A.
elaucus, A. ustus € o A. versicolor.

De acordoe com Castilhe (1997), os fungos filamentosos, em especial do género
Aspergillus (Aspergillus niger, Aspergillus oryzae e Aspergillus wentii) possuem corpos
de frutificacdo com conididforos contendo vesiculas terminais arredondadas, recobertos
de esporos nas extremidades das hifas.

O Aspergillus niger, como sugere seu nome, € um fungo filamenioso negro
comumente denominado como “mofo negro” (Wainwright, 1995). De acordo com
Prado (2002), o A. niger apresenta como caracteristicas particulares coldnias brancas a
amarelo palido, mas rapidamente forma milhares de esporos. Os conidios (esporos) sdo
esféricos, medem de 3 a 5 um e tornam-se rugosos ao atingir a maturacio. O A. niger
apresenta hifas finas, septadas e conidiéforas com vesiculas recobertas por conidios
negros, podendo ser visualizado através de micrografia eletrénica conforme apresentado

na Figura 7.

31

Millena Barbosa Ribeiro Tavares, 2009



Capitulo 2 — Revisdo Bibliogrdfica

Figura 7 - Micrografia eletrénica do Aspergillus niger
Fonte: Disponivel em: <http://129.215.156.68/Images/asexual.htm>. Acesso em: 10 de janeiro de 2009.

Perazzo Neto (1999) afirma que o Aspergillus niger é o género mais comum dos
fungos filamentosos, além de ser um dos mais bem estudados. As espécies que compde
este género tém ampla distribui¢do mundial estando presente na superficie, no ar e na
dgua, tanto em organismos vegetais bem como em animais, além de estarem associadas
com a deterioragdo de materiais vegetais e alimentos, principalmente em regides de
clima tropical e sub-tropical. Muitas das espécies de Aspergillus sdo utilizadas para a
obtengdio de enzimas, na biossintese quimica e na transformagfo de compostos. Ha
espécies patogénicas para o homem, para os animais ¢ hd aquelas que durante seu
metabolismo produzem toxicos. A taxonomia atual reconhece 150 espécies do género
Aspergillus, entretanto somente 30 destas sdo bem definidas e atualmente facilmente
distinguiveis (Rosa et al., 2002).

As coldnias geralmente tém crescimento rapido e exuberante, inicialmente sdo
brancas, amarelas, passando para marrom ou para o negro. A colénia ¢ composta por
micélio aéreo com conididforos eretos, densamente distribuidos sobre a superficie do
meio e farta produgéo de conideos.

O uso de Aspergillus niger em processos fermentativos apresenta algumas
vantagens em rela¢do a outros fungos, como facilidade de manipulagdo, habilidade em
fermentar uma grande variedade de matérias-primas de baixo custo e produzir
rendimentos elevados de bioprodutos (Spier, 2005).

Por esses motivos, € um fungo filamentoso muito importante economicamente,

sendo utilizado em fermentagdes industriais para produgdo de varias substincias
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(Pelczar, 1998; De Paula, 1996), tais como: endoglucanase a partir de farelo e palha de
trigo (Jeeu, 2000), acidos organicos, flavor e compostos de aroma a partir de bagago de
mandioca (Pandey et al., 2000), pectinase a partir de farelo de trigo e soja, casca de
laranja e macd e borra de café (Trindade et al., 1996; Dartora, 2000; Rizzatto et al.,
2001, Diaz-Godinez et al., 2001), invertase (Montiel-Gonzilez et al., 2004), feruloil
esterase (Asther et al., 2002), acido citrico (Peter et al., 2001), protease (Gouka et al.,
1997; Papagianni et al., 1893), enzimas amiloliticas tais como amilase 34 (Bryjak,
2003) e glucoamilase (Bryjak, 2003; Polakovic, 2004; Sanjay & Sugunan, 2005;
Silva et al., 2005) e varias outras enzimas, as quais tém sido avaliadas, aceitas e
regulamentadas para o consumo diario pela Organiza¢do Mundial de Saude - OMS
(Wikipedia, 2006). Relatos ainda descrevem vantagens no perfil de producgdo de
enzimas por Aspergillus niger em FES quando comparadas com a fermentagio
submersa, incluindo aumento na produtividade (Aguilar et al., 2001; Diaz-Godinez et
al.,, 2001) bem como aumento na estabilidade das enzimas secretadas (Loera et al.,
1999).

Aspergillus niger ¢ fonte de celulase destinada ao uso alimenticio e Trichoderma
viride é usado para aplicagdes ndo alimenticias, embora ambas enzimas possam cumprir
muitas tarefas. Suas enzimas sdo concentradas e parcialmente purificadas antes de
serem comercializadas (Bigelis, 1993). Segundo Gokhale (1986) Aspergillus niger
pode ser considerado, algumas vezes, superior aos outros fungos, reconhecidamente
bons produtores dos complexos celuloliticos e hemiceluloliticos, como Trichoderma

viride.
2.8.6 Substrato

O termo fermentagdo em estado solido remete a idéia de dois tipos de materiais
insoliveis em agua, sobre os quais os microrganismos irdo crescer: quando o suporte
solido atua, ele proprio, como fonte de nutrientes e no caso em que os nutrientes sdo
soliveis em 4gua e os microrganismos estdo aderidos a uma matriz s6lida, inerte ou
ndo, que ira absorver o meio de cultura liquido. A maioria dos processos utiliza o
principio em que o suporte solido atua também como fonte de nutrientes.

O substrato pode ser usado na forma natural ou sintética, dependendo do
processo que se quer realizar, da facilidade de se obter determinadas matérias-primas ou

dos resultados desejados (Pandey et al., 1999).
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De forma geral, os materiais utilizados sdo provenientes de matérias-primas,
produtos e/ou residuos agroindustriais, sendo que, estes Gltimos tém sido a preferéncia
nas pesquisas devido ao baixo ou nenhum valor comercial.

O substrato ou matriz sélida deve ter algumas caracteristicas que possibilitem o
maior rendimento do processo. A principal peculiaridade ¢ o alto grau de acessibilidade
do microrganismo a todo o meio e, para tanto, de suas caracteristicas mais importantes
destacam-se a porosidade, que fornece a capacidade de absor¢do de agua que facilita o
transporte de enzimas e metabolitos por entre 0 meio e os microrganismos; o tamanho e
formato das particulas. Quanto menor o tamanho das particulas maior serd a drea
superficial e, conseqiientemente, maior o grau de transformacdo. O processo necessita
ter uma granulometria que permita a circulagdo do ar por entre a massa e a dissipagéo de
gases e calor produzidos, os quais poderiam vir a prejudicar o rendimento do processo.

Muitos substratos solidos sdo complementados com fontes solaveis de
nitrogénio durante a sua preparagdo, ja que o nitrogénio ¢ um nutriente importante no
desenvolvimento microbiano (Mitchell et al., 2000). Muitos fungos obtém o nitrogénio
a partir de fontes inorganicas, como nitratos e sais de amonia. Porém, algumas espécies
exigem substratos nitrogenados organicos.

Em boa parte dos estudos dobre FSS, o substrato necessita de um pré-tratamento
para se adequar as condi¢des necessdrias ao crescimento e a produgio de metabodlitos
pelos microrganismos. Sdo eles: esmagamento, quebra, moagem e peneiramento para
obter uma granulometria mais adequada ao processo; suplementa¢do de nutrientes e
correcdo de pH visando suprir a falta de algum nutriente ou adequar as condigdes de
crescimento microbiano; hidrolise acida ou alcalina de material celulésico para
favorecer a atuac¢do enzimatica; embebig@o no intuito regular o teor de umidade inicial
do processo; vaporizagdo ou aquecimento para expansido do substrato; adi¢do de agente
seqiiestraste com o objetivo de remover ions metalicos do meio, que podem reduzir o
rendimento do processo; esterilizagdo que visa a redugdo ou eliminagdo de
contaminagdes (Oshima & Church, 1923).

Um problema que pode surgir quando da atividade em larga escala para a
obtengdo de um bioproduto por FSS ¢ o descarte ou o aproveitamento do residuo
gerado. Segundo Roussos et al., (1992), tem-se sugerido a utilizagdo do residuo na
geragdo de biogds, de ragdo animal, disposi¢do em aterro sanitario e fabrica¢do de
chapas e papéis, sem, porém, haver uma pesquisa concreta da viabilidade de cada

aplicagdo.
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2.8.7 Tamanho da particula

O tamanho e a forma da particula afetam a relagfo area superficial ¢ volume da
particula, o tamanho e a forma dos espagos vazios entre as particulas (Mitchell et al.,
2000). Geralmente, particulas menores do substrato oferecem area superficial maior
para o ataque microbiano. Porém, uma particula de substrato muito pequena pode
resultar em aglomeragdo do substrato que pode interferir na respiragdo microbiana e
podendo resultar em pouco crescimento. Ao contrario, particulas maiores oferecem
melhor aeragdo devido aos espagos entre as particulas, limitam a superficie para ataque
microbiano. Isto necessita um tamanho de particula para um processo particular
(Pandey et al., 1999). Segundo Mitchell et al. (2000) o tamanho 6timo da particula

deve favorecer o acesso aos nutrientes e disponibiliza¢do de oxigénio.

2.8.8 Pré-tratamento

Os polissacarideos (celulose e hemicelulose) presentes na biomassa
lignoceluldsica precisam ser hidrolisados com acidos ou enzimas, a fim de liberar
agucares fermentaveis. Em muitos processos enzimaticos de conversdo dessa biomassa
em etanol e outros produtos quimicos, uma etapa de pré-tratamento € necessaria para
quebrar parcialmente a estrutura da lignina e para solubilizar os polissacarideos. Muitos
processos de pré-tratamento requerem equipamentos caros e grandes quantidades de
energia. Nos processos fisicos, o gasto energético pode fazer a conversio de
holocelulose economicamente inviavel. Além disso, em pré-tratamentos efetuados por
explosdo a vapor, a glicose liberada a partir da celulose pode ser degradada em 5-
hidroximetilfurfural e acidos formico e levulinico, enquanto pentoses liberadas da
hemicelulose podem ser convertidas em acido férmico e furfural. Esses produtos agem
como inibidores nas fases posteriores de hidrolise enzimatica e fermentagdo. Pré-
tratamentos quimicos tém varias desvantagens, como a necessidade de equipamentos
feitos com materiais anti-corrosivos, extensa lavagem da biomassa e,
conseqiientemente, a gera¢do de residuos com os reagentes. Pré-tratamentos bioldgicos
utilizando um método eficiente e ambientalmente correto para a remogdo de lignina tém

sido reportados em estudos recentes (Camassola & Dillon, 2009)
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De acordo com Del Bianchi et al. (2001), o substrato necessita de um pré-
tratamento para se adequar as condigdes requeridas para o crescimento e metabolismo
dos microrganismos, e facilitar a atuacio dos microrganismos sobre o meio, tais como:
1) Esmagamento, quebra, moagem e peneiramento visando obter uma granulometria
mais adequada ao processo;

2) Suplementagdo de nutrientes e correcdo de pH, para suprir a deficiéncia de algum
nutriente ou adequar as condigdes de crescimento microbiano;

3) Hidrdlise 4cida ou alcalina de material celulosico, buscando favorecer a atuagdo
enzimatica;

4) Embebigio, para regular o teor de umidade inicial do processo;

5) Vaporizacdo ou aquecimento, visando a gelatinizagdo ou inchamento do substrato;

6) Adicdo de agente sequestrante, com o objetivo de remover ions metélicos, que podem
reduzir o rendimento do processo;

7) Processo de esterilizagdo, buscando reduzir ou eliminar possiveis contaminagdes.
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3. MATERIAIS E METODOS
Realizagio do trabalho

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Engenharia Bioquimica da
Unidade Académica de Engenharia Quimica da Universidade Federal de Campina
Grande (UFCQG).

A metodologia empregada foi baseada em estudos anteriores realizados no
Laboratorio de Engenharia Bioquimica da Unidade Académica em Engenharia Quimica
(UAEQ) da UFCG. Este laboratorio ja vem desenvolvendo pesquisas utilizando
residuos agroindustrias como matéria-prima em fermentagdo semi-solida tais como: as
cacticeas palma forrageira e mandacaru sem espinho para produgéo de enriquecidos
nutricionais para ragdo animal e os bagagos de caju e de maracuja para produgdo de
enzimas pectinoliticas. Dessa maneira as metodologias empregadas foram as mesmas ja
utilizadas nas pesquisas que vem sendo desenvolvidas realizando-se adaptagdes quando

necessarias para a execugdo do presente projeto.
3.1 Preparo do substrato

Foi utilizado o residuo agroindustrial do pedinculo do caju, adquirido da
induastria de producdo de sucos, Frutnat, localizada na cidade de Campina Grande,
Paraiba.

O bagago foi descongelado e uma parte do material foi lavado em agua corrente
para remover alguma substancia remanescente do processo de beneficiamento industrial
e distribuido em bandejas de aluminio previamente forradas com sacos plasticos e
deixadas em estufa de circulagdo de ar por um periodo de 15 horas para remover a
umidade residual, obtendo-se uma secagem completa até massa constante. Apds a
obten¢do da massa invariavel, as amostras foram distribuidas em béckeres e colocadas
no dessecador até atingir temperatura ambiente. Estas porgdes do bagago do caju foram
moidas, para reduzir o tamanho, divididas em sacolas plasticas do tipo ZIP-PLOT e
armazenadas em estojo térmico contendo silica gel até serem utilizadas. A Figura 8

mostra o aspecto do residuo do pedunculo de caju lavado.
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O processo de secagem, moagem e armazenamento foi feito também com o

bagago do caju sem ser lavado. A Figura 9 mostra o aspecto do residuo do pedinculo de

caju sem lavar.

Figura 9 - Residuo seco do pediinculo do caju sem lavar

3.2 Caracterizacdo da matéria-prima

A caracterizag¢do fisico-quimica do bagago do caju € indispensavel tendo em
vista que para fermentacio semi-solida por microrganismo se faz necessario conhecer as
caracteristicas fisico-quimicas do substrato, principalmente por ser um meio poroso e
rico em nutrientes. Nesta caracterizagdo foram analisados densidade aparente, pH,
distribuicio granulométrica, umidade, cinzas, Brix, aglcares redutores, aglicares

redutores totais, pectina, celulose e proteina total.

38

Millena Barbosa Ribeiro Tavares, 2009



Capitulo 3 — Materiais e Métodos

3.2.1 Densidade aparente

Para a densidade aparente, descrita em Brasil (2005), foram pesados 100 gramas
do material, lavado e sem lavar, e colocados em proveta para determinar o volume

ocupado, sem que houvesse compactag@o. Os calculos foram feitos seguindo a Equagio
31:

massa, g

Densidade aparente =

(G.1)

volume ocupado,cm’

3.2.2 pH

Foi preparada uma suspensido com 20mL de agua destilada e 2,0g da amostra
solida (bagago de caju lavado e sem lavar). Apds homogeneizagido a suspensdo foi
deixada em repouso por um periodo de 30 minutos, e em seguida filtrada. Feito isso, o
pH foi mensurado em potenciometro digital, previamente calibrado com as solugdes
padrdes (Brasil, 2005).

3.2.3 Distribui¢do Granulométrica

A distribui¢do granulométrica do substrato foi determinada pesando 40 gramas
(balanga analitica) do substrato, lavado e sem lavar, e transferindo para o agitador de
peneiras PRODUTEST na freqiiéncia 50 rpm durante treze minutos, em jogo
constituido por sete peneiras, seguindo as recomendagdes da Associagdo Brasileira de
Normas Técnicas (ABNT): 14 mesh (1,180mm), 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 relag@o ao peso do material original (Correia, 2004).

3.2.4 Umidade

Foram pesados 5 gramas das amostras, lavada e sem lavar, em cadinho de
porcelana previamente seco e tarado. Os cadinhos foram colocados em estufa a 105°C
por 24 horas, em seguida as amostras foram colocadas em dessecador até atingirem
temperatura ambiente e foram entdo pesados em balanga analitica, de acordo com o
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procedimento descrito em Brasil (2005). O resultado foi expresso em porcentagem

(m/m). Os calculos foram realizados com base na Equagéo (3.2):

( peso inicial — peso final da amostra
pe pe.
peso inicial da amostra

Umidade,% = x100 (3.2)

3.2.5 Cinzas

Para a determinagdo do contetido de cinzas foi utilizado o método descrito pela
AOAC (1997). Os cadinhos de porcelana vazios foram colocados em estufa e deixados
a 150°C, durante 1 hora. Depois foram deixados em dessecador até atingir a temperatura
ambiente e pesados vazios e com cinco gramas das amostras, lavada e sem lavar. Logo
apos pesagem, foram levados a mufla durante um periodo de cinco horas, a 550°C, até
obter a cor cinza clara. Foram deixados no dessecador até a temperatura ambiente e

novamente pesados (Brasil, 2005). Os calculos foram feitos através da Equag&o (3.3):

eso final da amostra
Cinzas,% = peso Ji

- x100 (3.3)
peso inicial da amostra

3.2.6 Teor de soélidos soliveis (°Brix)

A concentrag@o de solidos soliveis medida em °Brix € uma medida relacionada
com a quantidade de aguicares presentes na amostra. A leitura do °Brix foi feita de forma
direta em refratdmetro (Brasil, 2005). Foram adicionados 9mL de dgua destilada a 1g
dos residuos, agitou-se até perfeita homogeneizagdo e deixou-se a suspensdo em
repouso por 30 minutos. Apds este periodo a suspensdo foi filtrada com gaze e algodio,
e foi feita a leitura em refratdmetro. Utilizou-se um fator de dilui¢do (F) (devido a
dilui¢dio) para determinar o teor de solidos soliveis (°brix) como mostra a Equagio

(3.4):

°Brix(%) = Leitura (%) x F (3.4)
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3.2.7 Aciicares redutores e redutores totais (AR e ART)

Os teores de AR e ART foram determinados pelo método do DNS (4cido 3,5-
dinitro salicilico) que se baseia na redu¢do do 4cido 3,5 a acido 3-amino-5-
nitrosalicilico, concomitantemente com a oxidagdo do grupo aldeido do agticar a grupo
carboxilico. Apds aquecimento, a solugdo torna-se avermelhada, sendo lida, no
espectrofotdmetro a 540nm, conforme procedimento descrito por Miller (1959).

Inicialmente foi determinada a quantidade inicial de amostra que resulte uma
leitura dentro da curva padrdo. As dilui¢des necessarias foram usadas no célculo para
determinagdo do teor de agticares da amostra.

Depois de dissolver determinada quantidade de amostra em um volume definido
de 4gua, a andlise de AR foi iniciada transferindo-se 0,5mL para um tubo de ensaio
contendo 0,5mL de solugdo DNS. Em seguida, os tubos foram levados para banho de
agua fervente por exatos 5 minutos e colocados em banho de dgua fria por 5 minutos,
até¢ completo resfriamento. Em cada tubo foi adicionado 4mL de agua destilada e
agitou-se. Foi entdo feita a leitura imediatamente em espectrofotometro a 540nm. A
curva padrdo foi usada para transformar a leitura de absorbincia para gramas de
agucares redutores por litro de solugéo.

Para a analise de ART foi feita uma hidrolise da amostra utilizando 1mL da
amostra com ImL de HCI a 2N por 5 minutos em banho de agua fervente. Em seguida
foi levado ao resfriamento por 5 minutos e entdo foram adicionados 3mL de NaOH a
IN. Dessa solugdo, foram colocados 0,5mL em um tubo com 0,5mL de DNS,
procedendo com a metodologia descrita para AR. Os teores de AR e ART foram obtidos

de acordo com as Equagoes (3.5) e (3.6).

AR(%) = Leitura x F x diluigdox 0,1 (3.5)

ART(%) = Leitura x F x 5 x dilui¢cdox 0,1 (3.6)

3.2.8 Pectina

A determinagdo de pectina foi baseada no procedimento de Rangana (1979). A
extragdo da pectina foi realizada pesando-se 20g das amostras, lavada e sem lavar, em
um béquer de 1000mL, adicionou-se 400mL de solugdo de HCI 0,05N seguido de
aquecimento por duas horas, a uma temperatura de 80 — 90°C, substituindo-se a agua
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perdida por evaporagdo e mantendo-se o volume inicial constante. Apos esse periodo de
tempo, a suspensdo foi resfriada at¢ a temperatura ambiente e transferida para uma
proveta de 500mL onde se completou o volume com 4gua destilada e foi entdo filtrada
com auxilio de algoddo e gaze. Do extrato filtrado mediu-se 200mL em proveta,
transferiu-se para um bécker de 1000mL e acrescentou-se 250mL de agua destilada. A
solugdo foi entdo neutralizada com NaOH 1N, utilizando um phmetro. Apos
neutralizagdo, adicionou-se 10mL de NaOH IN em excesso, com agitacdo constante.
Em seguida, foi deixada em repouso por uma noite e no dia seguinte foram adicionados
50mL de 4cido acético IN e apos 5 minutos, adicionou-se 25mL de solugdo de cloreto
de célcio 1N com agitagdo constante. A solugdo foi levada a ebuligdo por 2 minutos e
deixada em repouso por 3 horas. Apés esse periodo foi filtrada através de papel
Whatman nimero 1 preparado antecipadamente (molhar o papel com 4gua destilada,
secar em estufa a 105°C por 2 horas, resfriar em dessecador e pesar). O precipitado foi
lavado com 4gua destilada quase fervendo, até que ficasse livre de cloretos e para isto
fez-se o teste usando nitrato de prata no filtrado. O papel de filtro contendo o pectato de
calcio foi seco em estufa a 105°C até peso constante e a pectina foi expressa em % de

pectato de calcio através da Equagio (3.7):

massa do pectato de cdlciox 500 100
mL do filtrado x peso da amostra

% Pectato de cadlcio =

(3.7)

3.2.9 Proteina total

O teor de proteina foi determinado utilizando o método semi-micro Kjeldahl
com adaptagdo para UV-visivel a 410 nm, de acordo com a metodologia de Silva
(1998).

No método de Kjeldahl determina-se o nitrogénio protéico propriamente dito e
outros compostos nitrogenados ndo protéicos, tais como: aminas, amidas, lecitinas,
nitrilas ¢ aminoacidos. Neste caso, o resultado ¢ dado como proteina bruta. O termo
proteina bruta envolve um grande grupo de substancias com estruturas semelhantes,
porém com fungdes biologicas diferentes.

Pelo método Kjeldahl as proteinas e outros compostos nitrogenados sdo
decompostos na presenga de acido sulfurico concentrado, a quente, com produgdo de

sulfato de amonio. O sulfato de potassio ou de sodio ¢ adicionado, a fim de aumentar o
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ponto de ebuli¢do do acido sulfurico, apressando a digestdo. O sulfato de amonia
resultante, neste caso, foi quantificado usando o Reagente de Nessler.

Com auxilio da curva padrio obteve-se o teor de proteina bruta, de acordo com a

Equacdo (3.8):
% Proteina = ABS x valor da curva de calibra¢do x 5 x 6,25 (3.8)
3.2.10 Celulose

O teor de celulose foi determinado pelo método de Updegraff (1969) com

adaptagdes para o tempo de hidrolise.
3.3 Atividade de agua

Para a determina¢do da atividade de 4gua do substrato foram preparadas
amostras com 5g do residuo e adicionadas diferentes quantidades de agua destilada, de
modo a restabelecer a umidade inicial do material. Cada amostra umedecida foi
colocada na geladeira em recipientes herméticos e deixado por 24 horas em repouso
para uniformizar a umidade do meio.

A atividade de 4dgua das amostras foi analisada diretamente em equipamento
Thermoconstanter Novasina RTD 200 TH2, nas temperaturas de 25, 30, 35 e 40°C.
Ap0s estabilizacdo do equipamento, colocou-se uma quantidade de cada amostra em
cubetas plasticas apropriadas ¢ inseridas no aparelho. A amostra permanecia no
equipamento até que a leitura da atividade de agua se estabilizasse. Efetuada a leitura da
atividade de 4gua, as amostras foram pesadas imediatamente e colocadas em dessecador
até atingir a temperatura ambiente, e entdo, foram levadas a estufa a 105°C por 24 horas
para determinag@o da umidade de equilibrio (base seca).

As isotermas de adsor¢do de umidade para cada temperatura estudada foram

construidas com os dados de umidade de equilibrio (base seca) e atividade de agua.
3.4 Producio do indéculo

O microrganismo utilizado foi o fungo filamentoso da linhagem Aspergillus
niger mutante CCT 0916 pertencente a cole¢io da Embrapa Agroindustria Tropical,
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com sede em Fortaleza-CE, cultivado no Laboratério de Engenharia Bioquimica
(LEB/UAEQ/UFCG), em tubos de ensaio com tampas rosqueadas estocados a -18°C.
Esta cepa de Aspergillus foi geneticamente modificada para produgio da enzima
pectinase, sendo este o tnico fungo filamentoso disponivel no laboratério, justificando
assim a utilizagdo do mesmo para verificagdo da sua potencialidade também na
produgdo de celulases.

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 meio a pectina é a unica fonte de carbono, como é

mostrado na tabela 4.

Tabela 3 - Composigdo do meio basico

COMPONENTES CONCENTRACAO

(GRAU p.a.) (/L)
Pectina critica 10,00
NaNO; 3,00
KH,PO4 1,00
MgSO4 0,50
KClI 0,50
FeSO47H,0 0,01
Agar-Agar 20,00
Agua destilada q.s.p.

Fonte: Couri (1993)

O procedimento de preparagdo do meio encontra-se descrito no ANEXO L.

3.5 Processo fermentativo

As fermentagdes foram realizadas em erlenmeyer de 250 mL contendo 10 g do
substrato umido.

A umidade inicial do meio foi ajustada em 41%, 45%, 55%, 65% e 69% para o
residuo do pedinculo de caju.

A suplementagdo do substrato com a fonte de nitrogénio foi realizada
adicionando sulfato de aménio no volume de agua a ser adicionado ao residuo,

diluindo-se o sulfato de amodnio, obtendo as concentragdes a serem estudadas no
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processo. Os erlenmeyers foram fechados com tampédo de algoddo envolvido com gaze
e autoclavados por 5 minutos a 0,5 atm.

Para realizagdo das fermenta¢des, o meio contido nos erlenmeyers foi inoculado
com o microrganismo na concentragio de 10 esporos/g de residuos imidos e incubados
em estufa umida a 30°C, sendo esta a temperatura média anual da regidio e também
favorével ao desenvolvimento de microrganismos meséfilos. Durante o processo, o
nivel da dgua era restabelecido, sendo a umidade relativa dentro da estufa mantida pela
evaporagdo da 4gua contida em um recipiente colocado dentro da estufa, provavelmente
esse fato permitiu que a umidade nos erlenmeyeres, fechados com gaze e algodio,
permanecesse praticamente constante em seu interior. O periodo de incubagdo foi de
72h para produgdo de celulase, e as amostras foram retiradas em periodos de tempo
regular durante o processo (0, 7, 20, 30, 44, 54, 68 e 72 horas de fermentagdo) para
realizagdo das analises de pH, umidade e aglcares redutores (AR), segundo
metodologias descritas anteriormente. A extragdo do complexo enzimatico também foi
realizada e nela serd avaliada a atividade celulolitica. Para cada amostragem quatro
Erlenmeyers eram retirados da estufa, estando todos nas mesmas condigdes iniciais do

processo.
3.6 Extracio da enzima

A extragdo do complexo enzimatico foi realizada de acordo com metodologia
descrita por Ruegger (2004). O extrato enzimatico bruto foi obtido pela adig¢éo de 30
mL de 4gua destilada/grama de fermentado em Erlenmeyers. Os substratos foram
agitados com espatula e permaneceram em repouso por 3h a 4°C. O sobrenadante foi
separado através de filtragdo com gaze e algoddo, permanecendo congelado (-18°C) até

o momento da andlise em frascos de vidro tampados e rotulados.

3.7 Determinacio de atividade celulolitica

A atividade de celulase foi determinada seguindo a metodologia descrita por
Attili (1994), utilizando o método FPase. A atividade foi determinada no extrato obtido

ao final da extragdo, usando-se uma fita de papel de filtro de 1cm x 6cm em um tubo de
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ensaio contendo 0,5 mL do extrato e 1,0 mL de tamp@o acetato de sodio 50 mM e pH
5,0. Ap6s incubagdo por 60 min a 50°C, a reagdo é interrompida pela adigdo de 1 mL do
reagente DNS. Para desenvolvimento da cor, os tubos foram aquecidos por 5 min em
banho de agua fervente e, depois de esfriar por aproximadamente 5 min, foi adicionado
8mL de 4gua destilada e os aglcares redutores foram determinados em
espectrofotdmetro, utilizando-se comprimento de onda de 540 nm.

Para o calculo da atividade enzimatica, foram comparados os valores de
agucares redutores apds a incubagdo da celulose no extrato e as leituras do tubo em
branco obtido nas mesmas condigdes, contudo, sem a fonte de celulose.

A unidade de atividade enzimatica foi expressa em U/mL e foi definida como a
quantidade de enzima que libera 1pmol de glicose por minuto de reagdo nas condigdes

especificadas anteriormente. A atividade foi calculada de acordo com a Equagdo 3.9 a

seguir, na qual alguns fatores convertem o teor de AR liberado de % horg PATA

mrﬂ/
minx mL "~

Atividade(U / mL) = 2R tieraso X1000 (3.9)
18x60
As defini¢des para cada termo da Equacgdo 3.9 encontram-se no Anexo II.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizagio do residuo seco do bagaco do caju

A caracterizagdo do residuo agroindustrial do bagago do caju apés secagem e
moagem, bem como os respectivos desvios padrio, estdo apresentados na Tabela 4. As
andlises foram realizadas em triplicata para densidade aparente, umidade, pH, cinzas,
solidos soluveis (°Brix), agucares redutores e redutores totais, pectina, celulose e

proteina total do bagago do caju lavado e sem lavar.

Tabela 4 - Caracterizagdo fisico-quimica do bagago do caju lavado e sem lavar (b.s.).

Pariametros Analisados Unidade  Lavado Sem lavar
Densidade Aparente g/mL 0,43+0,01 0,65+0.,01
Umidade % 587+£0,11 8,22+046

Cinzas % 1,25+ 0,04 1,69 + 0,06

pH - 4,58+0,02 4,33+0,00
“Brix % 10,25+ 0,35 30,00+ 0,00

AR % 10,02 + 0,08 -

Proteinas Totais % 470+ 0,17 4,00+0,27
Pectina % 14,48+ 0,53 10,94+ 0,04
Celulose % 12,75+ 0,18 11,76+ 1,39

AR - aglicares redutores

A caracterizagdo dos residuos secos do pedinculo de caju visa conhecer a
composi¢do dos residuos com relagdo ao contetido de nutrientes, que sdo importantes na
sintese da enzima como percentual de celulose e agucares redutores, bem como os
pardmetros que afetam o processo como pH, umidade e densidade aparente.

Os valores de umidade encontrados sdo inferiores aos determinados por
Amorim (2008) que, estudando a utilizagdo de residuos agroindustriais em processos
bioquimicos, encontrou para os bagagos, lavado e sem lavar, valores de 11.4 e 16,7,
respectivamente. O teor de umidade para o caju lavado (5,87%) foi menor que o do caju
sem lavar (8,22%), isso pode ser devido ao fato de agucares terem sido removidos
durante a lavagem que antecedeu o processo de secagem, ou que os agucares contidos

no bagaco interajam com as fibras retendo a 4gua contida no mesmo.
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Os valores de pH estéo de acordo com os determinados por Campos (2003) para
o pedinculo fresco (4,5) e com o encontrado por Kinh et. al (1996) quando
determinaram o pH do bagago do pedunculo do caju de 4,1. Amorim (2008) encontrou
valores de pH de 3,74 para o bagago do caju lavado e 3,32 para o sem lavar, concluindo
que estes apresentam um pH comumente encontrado nos residuos agroindustriais
utilizados em fermentagdes semi-sélidas, e é propicio para o crescimento microbiano do
Aspergillus niger. Zheng & Shetty (2000) estudando o efeito do pH sobre a produgio
de enzimas por Lentinee edones em residuos de frutas citricas concluiram que este
microrganismo tem seu pico de produtividade em pH baixo e na faixa de 3,0-6,5
demonstrando uma alta tolerancia a meios acidos. Uma das vantagens em se utilizar
frutas citricas para produgéo de enzimas € que o microrganismo se adapta ao meio ja na
sua forma in natura.

O pH ¢ uma varidvel importante em qualquer processo biologico, havendo
valores de pH minimo, Otimo e maximo para o desenvolvimento de cada
microrganismo. Geralmente os fungos tem como condigdo favoravel de
desenvolvimento pH baixo (4,5 — 5,0). Os valores de pH encontrados, 4,58 para o
residuo do pedinculo de caju lavado e 4,33 para o sem lavar, associados ao baixo teor
de umidade, permitiram que os residuos fossem armazenados em temperatura ambiente
sem problemas de contaminag@o, quando analisados visualmente.

Para o processo de fermentagdo em estado s6lido o pH do meio é um pardmetro
importante mas de dificil controle. A padronizagdo do pH do substrato pode se dar
durante a sua preparagdo. Ha componentes com capacidade tamponante, os quais podem
ser adicionados ao meio de modo a evitar flutuagdes drasticas de pH (Pandey et al,
2001). Para os residuos analisados, no entanto, ndo foi realizada adi¢do de qualquer
componente com tal capacidade.

Com rela¢do ao °Brix, que representa o teor de solidos soliveis, os bagagos
apresentam valores diferentes, sendo 10,25°Brix para o bagago lavado e 30,0°Brix para
o sem lavar. Esta diferenca esta associada ao fato de que as lavagens feitas no residuo
do pedinculo de caju retiraram solidos soltveis, inclusive agucares soluveis. Além
disso, estes valores ddo indicios de que os mesmos podem ser utilizados como substrato
no processo de produgdo de celulase por fermentagdo semi-solida, desde que a
quantidade de celulose, substincia indutora da produgdo da enzima, presente no

substrato seja balanceada com o teor de agucares redutores (Amorim, 2008).
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A glicose ¢ uma fonte de carbono adequada como substrato para fermentagéio
microbiana, assim como outros agticares (sacarose e maltose), e ainda outros compostos
organicos mais complexos, por exemplo, amido e celulose (Pelczar et al., 1980). A
glicose deve estd disponivel para o microrganismo, ji no substrato escolhido, em
quantidade suficiente de forma a proporcionar um crescimento inicial da populagio
microbiana, mas ndo o bastante para impedir que o microrganismo seja capaz de
metabolizar a fonte indutora. Porém a fonte indutora ndo pode ter um valor percentual
acentuado de forma a inibir a excre¢do da enzima pelo microrganismo. Segundo
Fontana et al. (2005), substratos que apresentam concentra¢des balanceadas de
agucares e pectina, indutor da pectinase, tem mostrado altos rendimentos em enzimas.
Dessa forma pode-se pressupor que para produgdo de celulase deve existir também um
valor 6timo da relagdo entre agticares redutores ¢ a celulose como fonte indutora.

Os residuos aqui estudados apresentam alto teor de pectina sendo de 14,48 para
o residuo do pedinculo de caju lavado e 10,94 para o sem lavar, expressos em % de
pectato de calcio. Estes valores estdo proximos aos determinados por Santos (2007)
para o pedunculo lavado e sem lavar (13% e 7%, respectivamente).

O teor de cinzas de 1,25% para o pedunculo lavado e 1,69% para o sem lavar foi
proximo aos encontrados por Santos (2007), quando este pesquisador caracterizou o
pedinculo do caju e verificou ser 0,86% e 2,05% o teor de cinzas para os materiais
lavado e sem lavar, respectivamente.

Os valores encontrados para o teor protéico foram de 4,70 para o residuo do
pedunculo de caju lavado e de 4,00 para o residuo do pedinculo de caju sem lavar.
Almeida (2009), estudando a caracterizagio fisico-quimica da farinha da casca de frutos
tropicais obteve valores de 4,88% de proteinas totais para a casca de jabuticaba e 4,01%
para farinha de casca de umbu.

Assim, como o percentual de pectina, para proteina percebe-se um aumento dos
valores percentuais sendo no residuo lavado superior ao residuo sem lavar, isto se deve
ao fato de, como durante as lavagens houve arraste dos componentes soluveis,
proporcionalmente houve aumento dos componentes insoliveis em agua.

A Figura 10 apresenta os perfis granulométricos do bagago do caju lavado e sem

lavar.
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Figura 10 - Perfil Granulométrico do bagago do caju lavado e sem lavar.

Como pode ser observado pela distribuigdo granulométrica, tanto para o bagago
lavado como sem lavar, a maioria das particulas apresenta tamanhos em torno de 35
mesh, o que corresponde a particulas de 0,425mm, tamanho de particulas satisfatério
para fermentagdo semi-solida. Correia (2004) estudando o enriquecimento protéico do
bagaco de abacaxi trabalhou com particulas de tamanho maior que 0,42 mm. Souza et
al. (2008), estudando a caracterizagio do residuo seco do maracuja para utiliza¢do em

fermentagdo semi-s6lida observaram que a maioria das particulas possuia tamanho entre
\20 e 35 mesh (0,42 - 0,85 mm).

Através da Figura 10 percebe-se que ha uma diferenca entre a granulometria do
bagago lavado e a do sem lavar, sendo o bagago lavado aquele que apresenta, em média,
o menor valor. Provavelmente o processo de lavagem do bagaco pode ter modificado
parcialmente a quantidade de agucar, a resisténcia mecédnica ¢ a textural das fibras,
afetando a tendéncia em formar aglomerados. Isso pode ter diminuido o tamanho das
mesmas, entretanto, melhores estudos para controle de lavagem devem ser feitos para
elucidar tal fendmeno.

Os fungos filamentosos necessitam que suas hifas penetrem em espagos vazios
do substrato de forma a obter uma maior eficiéncia da fermentagiio; e no processo de
extragdo sdo necessarios solidos mais finamente divididos para que as por¢des soltuveis

da mistura sélida tornem-se mais acessiveis ao solvente.
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4.2 Isotermas de adsor¢do de umidade

O nivel de umidade do substrato é um dos fatores que mais influenciam o
processo e varia de acordo com a natureza do substrato, tipo de produto que se deseja
sintetizar e necessidade do microrganismo. Niveis de umidade muito altos resultam
numa diminui¢do da porosidade, baixa difusdo de oxigénio, aumento no risco de
contaminag¢do, redug¢do no volume de gés e redugdo de troca gasosa. Por outro lado,
baixos niveis de umidade levam a um crescimento minimizado da populagdo
microbiana em relagdo ao ponto 6timo e baixo grau de utilizagdo do substrato pelos
mesmos.

Através dos dados obtidos pode-se caracterizar o residuo seco predizendo, por
exemplo: o teor de agua livre contido nesse substrato logo apds re-umidificagdo do
mesmo com o objetivo de correlacionar a umidade de equilibrio com a atividade de
agua necessaria para o crescimento do microrganismo.

A partir dos dados experimentais foram construidas isotermas de adsor¢do de
umidade do residuo seco para as diferentes temperaturas estudadas. Estas isotermas
estdo representadas nas Figuras 11 e 12, e mostram a relagdo entre atividade de agua
(ayw) e umidade (%) correspondente aos residuos secos do pedinculo de caju lavado e

sem lavar, respectivamente.
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Figura 11 - Isotermas de adsorgdo bagago de caju lavado nas temperaturas de 25, 30, 35 ¢ 40°C
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Figura 12 - Isotermas de adsor¢@o bagaco de caju sem lavar nas temperaturas 25, 30, 35 e 40°C

E possivel verificar, através das isotermas que, como na maioria dos materiais
higroscopicos, a umidade de equilibrio aumenta com o aumento da atividade de agua
(aw) € as isotermas se encontram muito proximas umas das outras, indicando que ha
pouca influéncia da temperatura neste caso.

Devido ao processo fermentativo ter sido realizado com umidades iniciais de
41%, 45%, 55%, 65% e 69%, foi possivel através do levantamento das isotermas de
equilibrio verificar quais atividades em que se encontraria o substrato € se 0 mesmo
seria ideal para o desenvolvimento do microrganismo em metabolizar a celulose para a

producdo da enzima celulolitica.
4.3 Variaveis estudadas no processo

O estudo da produgdo de celulase foi feita por fermentagdo semi-solida
utilizando bagago de caju, em um esforgo para reduzir o custo de futuras produgdes de
etanol por hidrolise enzimatica de materiais lignoceluldsicos. A FSS satisfaz as
necessidades de menor infra-estrutura, além de ser capaz de utilizar matérias-primas
mais baratas para a produ¢do enzimatica e produzir um produto mais concentrado.
Todos estes adicionais aumentam as vantagens econdomicas deste tipo de fermentagio
para a produgio da enzima.

Dentro deste contexto, estudaram-se as seguintes variaveis de processo: umidade
inicial do meio e suplementa¢do com uma fonte de nitrogénio (sulfato de amonio) para
os residuos do pedanculo de caju lavado e sem lavar. Souza (2008) em seu trabalho
sobre produ¢do de pectinases por fermentagdo semi-sélida utilizando residuo do

maracuja como substrato estudou a umidade inicial do meio (40%, 50% e 60%) ¢ a
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suplementa¢do com uma fonte de nitrogénio (1,0%; 1,5% e 2,0%). No presente
trabalho, as umidades iniciais utilizadas foram 41, 45, 55, 65 e 69%, visando verificar as
melhores condi¢des intermediarias desta variavel associadas as diferentes concentragdes
de fonte de nitrogénio (0.4; 0,5; 0,75; 1,0 e 1,1%), condigdes estas bem menores que as
estudadas por Souza (2008), uma vez que, em seu trabalho, foi observado que
concentragdes de nitrogénio acima de 1,5% demonstraram repressdo ao metabolismo do
microrganismo.

Durante a fermentagdo semi-solida do bagago do caju, que foi realizada por um
periodo de 72 horas, foram retiradas amostras periodicamente, incluindo o tempo inicial
do processo obtido no instante seguinte a inoculagdo do microrganismo, e foram
analisados alguns parametros que caracterizam o processo como umidade do meio, pH,
AR e atividade celulolitica.

Serdo mostrados a seguir os dados referentes a todos os experimentos para o
bagaco do caju lavado. Para o bagago do caju sem lavar s6 serdo apresentados os dados
referentes aos experimentos executados em triplicata para verificacdo de
reprodutibilidade de dados, assim como os referentes ao experimento que teve como
condicdes: 45% de umidade e 1,0% de nitrogénio, uma vez que nestas condigdes o caju

lavado apresentou a maior atividade celulolitica média.

4.3.1 Bagaco do caju lavado

Os desvios relativos médios absolutos serfio os parametros estatisticos utilizados
para verificar se as variaveis umidade e pH tiveram significdncia no processo de
fermentagdo. Todos os dados relativos aos experimentos executados neste trabalho
constam no Apéndice.

A Figura 13 apresenta os resultados da reprodutibilidade, para as variaveis pH e
umidade, dos pontos nos experimentos cujas condi¢des de umidade e concentragdo de
nitrogénio sdo 55% e 0,75%, respectivamente. Estes experimentos tiveram como
finalidade verificar a reprodutibilidade dos dados sendo, portanto, realizados em

triplicata.
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Figura 13 - Perfil cinético do processo fermentativo do caju lavado para os experimentos de
reprodutibilidade de dados com 55% de umidade e 0,75% de nitrogénio
(¢#- + - x-Umidade; w - x - = - pH)

Os resultados para as varidveis umidade e pH, dos pontos nos experimentos de

reprodutibilidade de dados sdio mostrados nas tabelas 5 e 6, respectivamente.

Tabela 5 - Dados referentes a umidade dos experimentos de reprodutibilidade de dados durante o
processo fermentativo.

TEMPO DE EXPERIMENTO ] ERRO RELATIVO

FERMENTACAO () | 5 6 7 . (%)
0 54,67 | 54,44 | 54,18 | 54,43 £ 0,17 0,31

7 52,77 | 53,98 | 55,77 | 54,18 + 1,06 1,96

20 53,95 | 51,33 | 52,81 | 52,69 + 0,91 L73

30 53,96 | 53,22 | 52,75 | 53,31 £ 0,44 0,82

44 52,53 | 50,58 | 51,18 | 51,43 + 0,73 1,42

54 50,93 | 52,52 | 53,56 | 52,34 + 0,94 1,79

68 50,42 | 52,20 | 53,36 | 51,99 + 1,05 2,02

72 51,50 | 51,09 | 51,50 | 51,50+ 0,18 0,36

Durante as 72 horas de fermentagdo a umidade apresentou um erro relativo
maximo de 2,02%. Este valor sugere que foi possivel obter uma boa reprodutibilidade
para cada ponto da triplicata durante a cinética de fermentagdo. A variagdo entre os
valores de umidade minima e maxima foi em torno de 5% da varia¢do maxima, apesar
de ser um valor maior do que o erro relativo considerado para a reprodutibilidade dos
dados, ndo se poderia afirmar com precisdo que para a varidvel umidade de um
processo fermentativo semi-sélido possa ocorrer mudangas significativas do

metabolismo celular.
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Tabela 6 - Dados referentes ao pH dos experimentos de reprodutibilidade de dados durante o processo

fermentativo.
TEMPO DE EXPERIMENTO e — ERRO RELATIVO
FERMENTACAO (h) | 5 6 7 (%)
0 3,80 | 4,35 | 3,99 | 4,05+ 0,20 5,00
7 3,72 | 4,54 | 4,00 | 4,09 + 0,30 7,40
20 3,50 | 3,80 | 3,85 | 3,72+ 0,14 3,89
30 3,54 | 3,43 (3,79 (3,59+0,14 3,78
44 3,98 | 3,32 | 3,75 | 3,68 + 0,24 6,58
54 3,51 3,36 | 3,74 | 3.54+ 0,14 3,83
63 3,54 |3.22|3,61|3,46+0,16 4,56
72 3,53 | 3,62 | 3,60 | 3,58 + 0,04 0,99

O pH, para estes experimentos, apresentou um erro relativo de 7,40%. Este valor
pode ser considerado como apreciavel, porém considerando trabalhar com processos
biologicos e fungos filamentosos, foi considerado neste trabalho, como um erro bastante
aceitavel para reprodutibilidade de experimentos, uma vez que, embora o pH seja um
fator relevante para a otimizagdo dos processos em estado sélido, o controle e
monitoramento deste parametro, durante as FSS’s, ndo ¢ facil de ser realizado (Pandey,
2003). A variag@o do valor da umidade minima e a maxima € de aproximadamente 15%
valor esse acima do erro relativo considerado para reprodutibilidade dos dados, sendo
assim pode inferir que houve um efeito uma variagdo do pH durante o processo
fermentativo .

A Tabela 7, a seguir, mostra as condi¢des para as concentragdes de nitrogénio e
umidades iniciais planejadas para cada experimento, bem como os valores das umidades
iniciais experimentalmente alcangadas com suas respectivas médias e o desvio relativo

percentual referente a cada média.
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Tabela 7 - Condigdes efetuadas durante o processo fermentativo para as umidades estudadas em cada

experimento
Concentragéio de N | U;planejada | U;alcangada | U no processo | Desvio Relativo
(%) (%) (%) (%) (%)
0,5 45 42,15 41,79 £ 0,93 2,23
1,0 45 44,72 40,69 + 1,33 3,29
0,5 65 64,48 61,99+ 1,11 1,79
1,0 65 61,24 59,23 + 2,00 3,39
0.4 55 52,68 51,29+ 1,70 3,29
0,75 69 68,69 65,87 £ 1,53 2,31
1,1 55 54,99 51,18+ 1,75 3,42
0,75 41 40,34 38,59+ 0,53 1,38

N = Nitrogénio; U; = Umidade inicial; U = Média da umidade
A Tabela 8, a seguir, mostra as condi¢gdes para as concentragdes de nitrogénio e
umidade, bem como a média do pH ao longo do processo de fermentagdo semi sélida,

com suas respectivas médias e o desvio relativo percentual referente a cada média.

Tabela 8 - Condigdes efetuadas durante o processo fermentativo para pH em cada experimento

Concentragdo de N Ui planejada | Média do pH no processo | Desvio Relativo

(%) (%) (%) (%)

0,5 45 3,69+ 0,25 6,74

1,0 45 3,81 +0,34 9,00

0,5 65 3,82 +0,20 5,18

1,0 65 3,69+ 043 11,6

0,4 55 3,79+ 0,22 5,79
0,75 69 3,88 +0,24 6,20

1,1 55 3,70 + 0,45 12,29
0,75 41 3,86+ 042 10,87

N = Nitrogénio; U; = Umidade inicial

A Figura 14 apresenta o comportamento do pH e da umidade ao longo de 72
horas de fermentagdo semi sélida utilizando o Aspergillus niger CCT 0916 para

produgdo de celulases, analisados para cada experimento realizado.
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Figura 14 - (A) Perfil cinético do processo fermentativo do caju lavado para 45% de umidade (¢ - U
para 0,5% de N; © - U para 1,0% de N; ¢+ - pH para 0,5% de N; « - pH para 1,0% de N); (B) Perfil
cinético do processo fermentativo do caju lavado para 65% de umidade (¢ - U para 0,5% de N;» - U
para 1,0% de N; ¢ - pH para 0,5% de N; x - pH para 1,0% de N); (C) Perfil cinético do processo
fermentativo do caju lavado para 55% de umidade ( - U para 0,4% de N; ¢ - U para 1,1% de N; x - pH
para 0,4% de N; - ¢ pH para 1,1% de N); (D) Perfil cinético do processo fermentativo do caju lavado
para 69% de umidade e 1,1% de nitrogénio (¢ - Umidade; ¢ pH); (E) Perfil cinético do processo
fermentativo do caju lavado para 41% de umidade e 0,75% de nitrogénio (¢ - Umidade; ¢ pH)

Durante o processo de fermentagéo, para todos os experimentos realizados, nas
condi¢des acima apresentadas pode-se observar que ndo houve varia¢do significativa
para as umidades, isso pode ser um indicio de que o metabolismo do microrganismo
durante todo o processo ndo mudou, em média, a umidade no reator, podendo ser
justificado pelo fato de que durante a fermentag@o foi colocado um recipiente contendo
agua destilada dentro da estufa e que a troca de transferéncia de massa de umidade
manteve o tampdo umedecido, servindo como um meio de estabilizar a umidade inicial

no interior do reator, fazendo com que toda agua evaporada devido ao calor gerado
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pelas atividades metabolicas do microrganismo fosse compensada, mantendo assim as
condig¢des iniciais de fermentaco.

Em se tratando do pH do meio para os experimentos realizados, é possivel
observar que ocorreu variagio do pH em relagdo a média de até 12,29% , valor esse
superior ao erro relativo maximo encontrado na reprodutibilidade dos dados, indicanndo
que em experimentos com desvios acima de 7% houve um efeito dessa varidvel no
processo. Em alguns experimentos o erro relativo ficou préximo ao do desvio da média
dos experimento. Botella et al. (2007) observaram durante o processo de produgio de
enzimas com a polpa de uva utilizando o microrganmismo Aspergillus awamori que o
fato de o pH sofrer uma diminui¢dio durante a fermentacio pode ser associado a
producéio de acidos orgdnicos pelos microrganismos durante a fermentacio, € no caso
de o pH sofrer um aumento ao longo do processo pode ser justificado pela assimilagfo
destes acidos por agdo microbiana. Santoes (2007) também percebeu um decréscimo do
pH a partir das 35 horas de processo da fermentagiio de produgio de enzimas utilizando
o pedunculo do caju com o Aspergillus niger. Souza (2008) estudando a produgio de
pectinases por fermentagéo semi-sélida utilizando residuo agroindustrial como substrato
observou que com 22 horas de fermentagio, o pH diminuiu, ¢ com relagdo a
estabilidade diante ds variagdes de pH, a enzima apresentou boa tolerancia em valores
de pH entre 3,5 € 5,5 e que a partir de maiores valores de pH n#o foi observada
atividade enzimatica. Muhammad et al. (2009) estudando o efeito da temperatura e do
pH na produgfo de celulase com Aspergilus niger MS82, observaram que ocorreu uma
diminuigdo do pH para 4.0 nas primeiras 20 horas de incubacéo, especialmente quando
o pH inicial do meio foi ajustado para 6,0 ou 7,0; e que o pH permaneceu constante em
seguida. No entanto, quando o pH do meio foi de 4,0 ou 5,0, ele diminuiu lentamente e
tornou-se estavel quando chegou a 3,5. Também observaram que as producgdes de
endoglucanase ¢ B-glucosidase no foram iniciadas até que o pH do meio baixou para
4.,0.

As Figuras 15 e 16, a seguir, apresentam os resultados da reprodutibilidade, para
a atividade celulolitica e teor de agicares redutores (AR), dos pontos nos experimentos
cyjas condigdes de umidade e concentracio de nitrogé€nio sfo 55% e 0,75%,
respectivamente. A finalidade destes experimentos foi verificar a reprodutibilidade dos

dados sendo, portanto, realizados em triplicata.
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Figura 15 - Perfil cinético do processo fermentativo do caju lavado para os experimentos de
reprodutibilidade de dados com 55% de umidade e 0,75% de nitrogénio com avaliagdo da atividade
celulolitica
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Figura 16 - Perfil cinético do processo fermentativo do caju lavado para os experimentos de
reprodutibilidade de dados com 55% de umidade ¢ 0,75% de nitrogénio com avaliagio do teor de AR.

Os dados apresentados na Figura 15 mostram que, em geral, os pontos sdo bem
reprodutivos para a atividade enzimatica e que as 30 horas de processo tem-se a maior
produgdo de celulase, que se repete nas trés andlises, apresentando um desvio padrdo de
0,03 para este ponto. Este desvio pode ser justificado devido ao microrganismo vivo que
esta em constante atividade metabdlica.

A Figura 16 mostra que o perfil de agticares para as condigdes efetuadas nos trés
experimentos de reprodutibilidade de dados, tende a cair ao longo do processo, sendo
um indicio de que houve um provavel consumo da fonte de carbono para produgio da
enzima.

A Figura 17 apresenta o comportamento da atividade celulolitica e de AR ao
longo de 72 horas de fermentagdo semi solida fermentagdo da biomassa lignoceluldsica

do bagago do caju utilizando o Aspergillus niger CCT 0916 para produgdo de celulases,
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analisados para cada experimento realizado, nos quais os extratos foram avaliados pelo

método PFase, descrito no item 3.7.
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Figura 17 — (A) Perfil cinético do processo fermentativo do caju lavado para 45% de umidade (+ - AC
para 0,5% de N; ¢ - AC para 1,0% de N; x - AR para 0,5% de N; ¢ - AR para 1,0% de N); (B) Perfil
cinético do processo fermentativo do caju lavado para 65% de umidade e 0,5% de nitrogénio (¢ -
Atividade celulolitica; ¢ - AR); (C) Perfil cinético do processo fermentativo do caju lavado para 55% de
umidade (+ - AC para 0,4% de N; ¢ - AC para 1,1% de N; x - AR para 0,4% de N; ¢ - AR para 1,1% de
N); (D) Perfil cinético do processo fermentativo do caju lavado para 69% de umidade e 0,75% de
nitrogénio (¢ - Atividade celulolitica; ¢ - AR); (E) Perfil cinético do processo fermentativo do caju lavado
para 65% de umidade e 1,0% de nitrogénio (¢ - AC/Tubo 1; + — AC /Tubo 2; x - AC /Média; ¢ - AR);
(F) Perfil cinético do processo fermentativo do caju lavado para 41% de umidade e 0,75% de nitrogénio
(# - AC /Tubo 1; »+ —AC /Tubo 2; x — AC /Média; ¢ - AR) — (AC - Atividade celulolitica)

Pode-se observar através da Figura 17 (A) que, para a condigdo de 45% de
umidade e 0,5% de nitrogénio, a cinética de produgdo enzimdtica revelou que a
produgdo da enzima celulase iniciou ja nas primeiras horas do processo e apresentou

picos de 0,11U/mL em 30 e 68 horas de cultivo. Nestes periodos, a concentragio de
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agucares foi de 0,78g/L e foram as menores durante todo o processo, sendo um indicio
de que houve o consumo destes para a producfo da enzima. Ja para as condi¢des de
45% de umidade ¢ 1,0% de nitrogénio, a atividade celulolitica atinge seu maior valor
em 44 horas de cultivo, chegando a um pico de 0,15U/mL, neste ponto ocorre o maior
consumo de aglcares € a sua concentracdo atinge um valor minimo de 0,78g/mL. A
partir dai a atividade celulolitica comega a cair nas ltimas horas do processo, enquanto
a concentragfio de agucares redutores comega a aumentar, sugerindo que as enzimas
degradaram a celulose presente no substrato transformando-a em glicose (Heek et al.,
2002).

A Figura 17 (B) mostra que a maior produgédo de celulase acontece as 30 horas
de cultivo atingindo (0,1U/ml.) nas condi¢des estudadas. Este valor acontece no mesmo
instante em que ha um maior consumo de agucares. Camassola & Dillom (2008)
obtiveram este valor apds 3 dias de fermentagdio utilizando bagago de cana pré-tratado e
usado posteriormente na produgio de celulases e xylanases pelo fungo Penicillium
echinulatum 940251.

Para as condi¢des de 55% de umidade e 0,4% de nitrogénio, a concentragfio de
agucares redutores, representada na Figura 17 (C), ¢ no inicio do cultivo 1,95 g/1.,
aumentando rapidamente nas primeiras 7 horas, chegando a 2,34 g/L. e depois passa a
cair entre 7 ¢ 44 horas de processo. Nas primeiras horas de cultivo observa-se o inicio
da producdo de celulases, apresentando valor méximo de 0,10 U/mL em 44 horas de
processo, quando ha consumo maximo de agucares redutores (0,31 g/I) indicando um
possivel consumo de celulose para a produgéo de celulases. E para as mesmas condi¢des
de umidade ¢ com 1,1% de nitrogénio, a concentracio de acgtcares redutores no inicio
do processo ¢ de 1,04 g/L, e entre 0 ¢ 7 horas de fermentagio este teor de agucar sofre
um aumento, o que pode ser justificado pelo fato de a velocidade de hidrolise de outros
carboidratos seja maior que a velocidade de consumo de agucares redutores por parte
dos microrganismos. A partir deste ponto, ha um indicio de que os agtcares passam a
ser consumidos de modo mais acentuado, chegando ao valor de 0,26 g/L.. Neste instante
tem-se o segundo pico de produgdo de celulase pelo Aspergillus niger CCT 0916. E
possivel que esteja ocorrendo o consumo do carboidrato como fonte de carbono
resultando na produgdo da celulase.

No experimento realizado para 69% de umidade e 0,75% de nitrogénio,
mostrado na Figura 17 (D), pode-se verificar o primeiro pico de produgio de celulase

com 30 horas de cultivo e o segundo com 68 horas, ambos apresentando 0,11U/mL de
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atividade. Este experimento apresenta alto teor de umidade, com isso os aglicares se
encontram dissolvidos no meio, facilitando o transporte do interior para o exterior da
particula do solido.

Os resultados para os experimentos mostrados na Figura 17 (E) e (F) ndo
apresentaram boa reprodutibilidade de andlise para as condigdes apresentadas, isto pode
ser explicado por dificuldades elétricas ocorridas no laboratorio durante estas analises,
que repercutiram em problemas técnicos no equipamento. Sendo assim, fica
impossibilitado o confronto destes dados de produgfio de celulase com os demais

parametros avaliados durante o processo fermentativo.
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4.3.2 Bagaco do caju sem lavar

Assim como o residuo do pedinculo de caju lavado, para o residuo sem lavar
foram efetuados todos os experimentos, realizados em triplicata, variando a umidade
inicial do meio e a suplementacéo com uma fonte de nitrogénio (sulfato de amoénio), que
também tiveram como finalidade verificar a reprodutibilidade dos dados. Apds a
fermentagdo foram analisados os pardmetros: umidade do meio, pH e atividade
celulolitica. Os resultados de reprodutibilidade para estes experimentos cujas condig¢des
de umidade e concentragdo de nitrogénio sdo 55% e 0,75%, respectivamente, sdo
mostrados a seguir na Figura 18, apresentando o perfil cinético de cada processo para os
parametros pH e umidade, e na Figura 19, para a atividade celulolitica, analisados ao

longo de 72 horas de fermentag@o.
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Figura 18 - Perfil cinético do processo fermentativo do caju sem lavar para os experimentos de
reprodutibilidade de dados com 55% de umidade e 0,75% de nitrogénio
(¢#- © -x-Umidade; m - x- = - pH)

Os resultados para as variaveis umidade e pH, dos pontos nos experimentos de

reprodutibilidade de dados sd3o mostrados nas tabelas 9 e 10, respectivamente.
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Tabela 9 - Dados referentes a umidade dos experimentos de reprodutibilidade de dados durante o
processo fermentativo.

TEMPO DE EXPERIMENTO MEDIA ERRO RELATIVO
FERMENTACAO (W) | 5 6 7 %)
0 54,82 | 54,82 | 55,03 | 34.89£0,09 0,17
7 54,14 | 53,62 | 52,11 | 3329+ 0,79 1,48
20 55,29 | 54,56 | 54,28 | 54,71+ 0,38 0,70
30 53,30 | 52,26 | 53,20 | 52,92+ 0,44 0,83
44 49,35 | 49,81 | 51,58 | 20,25+ 0,89 1,77
>4 51,35 [ 51,53 | 50,16 | 31,01 £ 0,57 1,12
68 52,40 | 52,16 | 51,35 | 51,97+ 041 0,79
” 50,79 | 50,84 | 50,22 | 20:62 % 0,26 0,52

Durante as 72 horas de fermentacfo a umidade apresentou um erro relativo
méximo de 1,77%. Considerando ser um erro baixo, sugere-se que a umidade nfio
variou de forma expressiva para cada ponto da triplicata durante a cinética de
fermentagfio para o bagaco do caju sem lavar. A variacio da umidade minima ¢ a
maxima foi de 8%, estando bem acima do valor do erro relativo, podendo sugerir que o
metabolismo do microrganismo pode ter provocado essa variagdo de umidade durante o

processo fermentativo.

Tabela 10 - Dados referentes ao pH dos experimentos de reprodutibilidade de dados durante o processo

fermentativo.
TEMPO DE EXPERIMENTO . ERRO RELATIVO
- MEDIA
FERMENTACAO () | 5 6 7 (%)
0 380 | 428 | 3,87 3,87+0.20 4,97
7 3,87 | 4,52 4,00 413026 6,30
20 3,80 13,57 3,96 |3,78+0,14 3,65
30 389 (324359 |3.57+0.22 6,22
44 3,90 | 3,13 | 3,76 | 360+ 0.31 8,65
>4 361 (323|368 3°1+0.18 526
68 3,56 | 3,25 | 3,50 | 3:44£ 0,12 3,62
& 355|325 {351 | 3:44 40,12 3,62

O pH, para estes experimentos, apresentou um erro relativo maximo de 6,30%.
Este valor pode ser considerado como aprecidvel para reprodutibilidade de

experimentos, pelos mesmos motivos justificados para os experimentos com o bagago
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lavado na reprodutibilidade de dados. A variagdo do valor minimo e maximo do pH foi
de 16,7% sugerindo que houve efeito do ph durante esse processo de fermentago.

A Figura 19 a seguir apresenta os resultados para a atividade celulolitica nos
experimentos cujas condi¢des de umidade e concentragdo de nitrogénio sdo 55% e
0,75%, respectivamente. Estes experimentos foram realizados em duplicata para

verificar a reprodutibilidade dos dados nestas condigdes.
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Figura 19 - Perfil cinético do processo fermentativo do caju sem lavar para os experimentos de
reprodutibilidade de dados com 55% de umidade e 0,75% de nitrogénio com avaliagio da atividade
celulolitica

O perfil cinético exposto acima aponta que, dos 8 pontos avaliados, 5 deles
apresentam reprodutibilidade de dados para a atividade enzimatica, e que o bagago de
caju sem lavar in natura apresentou uma atividade celulolitica de 0,09U/mL e que se
repete nas duas analises de enzima.

A Figura 20 apresenta o comportamento do pH e da umidade, ao longo de 72
horas de fermentagdo semi-solida utilizando o Aspergillus niger CCT 0916 para
produgdo de celulases, analisados para o experimento realizado com as seguintes
condi¢des: 45% de umidade e 1,0% de nitrogénio, uma vez que, para as mesmas

condi¢des, o caju lavado apresentou a maior atividade celulolitica média.
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Figura 20 - Perfil cinético do processo fermentativo do caju sem lavar para 45% de umidade e 1,0% de
nitrogénio (¢ - Umidade; ¢ - pH)

Durante o processo realizado para o experimento nas condigdes acima descritas
a umidade apresentou um valor médio de 43,21 + 1,70, em base tmida, ou seja, os
resultados apresentaram um erro relativo em relagdo a4 média da umidade de 3,94%.
Considerando ser 1,70 (3,94%) um desvio baixo, pode-se sugerir que a umidade nio
variou de forma expressiva, em média, durante a cinética de fermentagdo, podendo ser
um indicio de que o metabolismo do microrganismo durante todo o processo nio alterou
a umidade no reator.

O pH, para este experimento, apresentou um valor médio de 3,96 + 0,29 com um
erro do relativo em relag@io a média de 7,30%. Este valor (7,30%) pode ser considerado
significativo e pode ser justificado pela produgdo e/ou assimila¢io de acidos orgédnicos
pelos microrganismos durante o processo fermentativo.

A Figura 21 apresenta os resultados para a atividade celulolitica no experimento
cujas condi¢gdes de umidade e concentragdo de nitrogénio sdo 45% e 1,0%,
respectivamente. Através desta, € possivel analisar que, para estas condig¢des, a cinética
de produgdo enzimatica revelou que o cultivo da enzima celulase iniciou ja nas
primeiras horas do processo e apresentou picos de 0,19U/mL e 0,14U/mL em 7 e 30
horas de cultivo respectivamente. Para o experimento realizado nas mesmas condig¢des
com o bagago de caju lavado, a atividade celulolitica atinge seu maior valor em 44 horas
de cultivo, chegando a um pico de 0,15U/mL. Menezes et al. (1991) obtiveram valores
proximos a 0,25 UI/mL de celulase total de Aspergillus niger, quando utilizaram bagago
de cana pré-tratado com solugdo de hidroxido de sédio 4%, como fonte de carbono e
Umikalson et al. (1997) utilizando uma linhagem de Chaetomium globosum verificou
que esta apresentou bom crescimento e substancial quantidade de celulase em fibras
deslignificadas de palma, produzindo extrato celulolitico cuja atividade de celulase total
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foi 1,4 U/mL. Victor et al. (2003) obtiveram 0,0743, 0,0573 e 0,0502 Ul/mL de

celulase dentro de 12h de fermentagdo quando serragem, bagaco de cana e sabugo de

milho, respectivamente, foram utilizadas como substratos a partir de uma cepa de

Aspergillus flavus.
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Figura 21 - Perfil cinético do processo fermentativo do caju sem lavar para 45% de umidade e 1,0% de

nitrogénio (¢ - Atividade celulolitica)
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5. CONCLUSAO

Caracterizagfio:

v A caracterizagiio dos residuos secos do pedinculo de caju lavado e sem
lavar mostrou, através dos dados experimentais, que estes possuem viabilidade para
serem utilizados como substratos na sintese de celulases por fermentagio semi-solida,
visto que apresentaram um pH comumente encontrado nos residuos agroindustriais
utilizados em fermentagdes para a producdo de celulases por Aspergillus niger (4,58
para o lavado e 4,33 para o sem lavar), e uma boa fonte de carbono representada pelos
agucares redutores do bagaco lavado de 10,02, sendo estas condi¢bes favoraveis a
adaptacdo do fungo propicios para produgio destas enzimas.

v Com a secagem, os residuos ficaram com umidade de 5,87 para o residuo
lavado e 8,22 para o residuo sem lavar. Estes valores de umidade associados ao pH dos
residuos, por volta de 4,0; permitiram que os residuos fossem armazenados em

temperatura ambiente durante o decorrer dos experimentos.

Processo Fermentativo:

v O processo fermentativo do bagago do caju lavado ocorreu durante 72
horas apresentando ao longo desse tempo um valor médio para a umidade nos
experimentos de reprodutibilidade de dados de 52,72 + 1,18, em base Gmida. Para o
bagaco de caju sem lavar, a umidade apresentou um valor médio para estes
experimentos de 52,46 + 1,54, em base Gmida.

v O pH, para os mesmos experimentos apresentou um valor médio de 3,71
+ 0,23, para o bagago do caju lavado. Para o residuo sem lavar, o pH apresentou um
valor médio de 3,96 + 0,29,

v Para os experimentos realizados sob as demais condigdes, para o residuo
do caju lavado, todos apresentaram valores sem uma variagfo significativa para as
umidades, uma vez que toda agua evaporada devido ao calor gerado pelas atividades
metabolicas do microrganismo pode ter sido compensada pelo fato de ter sido colocado
um recipiente contendo agua destilada dentro da estufa, mantendo assim as condigdes

iniciais de fermentacfio no interior do reator.
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v Em se tratando do pH do meio, para o mesmo bagago, foi observado que
sua variagdo ao longo da fermentagdio foi significativa para alguns experimentos
realizados, uma vez que os erros relativos percentuais foram acima de 7%, erro relativo
esse encontrado como maximo na reprodutibilidade dos dados.

v Em termos de produgio de celulase, utilizando o bagago do caju lavado,
os resultados da reprodutibilidade de dados nos experimentos cujas condigbes de
umidade e concentragfio de nitrogénio foram 55% e 0,75%, respectivamente, mostram
que, em geral, os pontos sdo bem reprodutivos, sendo que ds 30 horas de processo
obteve-se a maior producgfio de celulase que se repetiu nas trés andlises, com um desvio
padrio de 0,03 para este ponto. Para o teor de agucares redutores (AR), nas condi¢bes
efetuadas nos trés experimentos de reprodutibilidade de dados, seu perfil tende a cair ao
longo do processo, sendo um indicio de que houve um provavel consumo da fonte de
carbono para producfio da enzima.

v Os resultados para os experimentos realizados nas condi¢Ses de 65% ¢
41% de umidade, e 1,0% e 0,75% de nitrogénio, para o bagago lavado, ndo
apresentaram boa reprodutibilidade de analise, ficando impossibilitado o confronto
destes dados de produgio de celulase com os demais pardmetros avaliados durante o
processo fermentativo.

v Os maiores valores de atividade celulolitica para o residuo do pedinculo
do caju lavado, foram obtidos nos experimentios com 45% e 1,0% de umidade e
nitrgénio, respectivamente ¢ 55% e 1,1% de umidade e nitrogénio, respectivamente,
sendo os picos de atividade de 0,15 U/mL as 44 horas de processo para o primeiro, ¢
0,14 U/mL as 30 e 54 horas de fermentacdo, para o segundo. Estes valores, comparados
aos da literatura, siio bons, visto que a celulase € uma enzima que apresenta baixo
rendimento € o microrganismo utilizado foi modificado geneticamente para produgio de
pectinase.

v Os demais experimentos apresentaram os maiores picos de produgéo de

celulase em 30 horas de fermentagéo.
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6. PERSPECTIVAS:

Com o objetivo de dar continuidade ao trabalho realizado, segue abaixo algumas

sugestoes:

v' Para realizagio de novas fermentagdes para a producio da enzima
celulase, recomenda-se outra cepa de Aspergillus niger, que ndo o CCT

0916 ou outro microrganismo;

v" Utilizar e/ou otimizar um método para extragio da enzima observando o
efeito da relagiio da quantidade de fermentato e solvente de extragfo, a

temperatura, tempo e processo de agitac3o;

v' Empregar novos métodos de andlise para determinagfio da atividade
celulolitica, como por exemplo 0o método CMCase ou cromatografia,
visto que neste trabalho foi empregado o método PFase, obtendo-se uma

atividade celulolitica total.
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ANEXO I

(Procedimento de preparac¢do do meio basico formulado no
laboratério do CTAA)
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Anexo 1

O meio foi preparado dissolvendo a pectina em 4dgua destilada sob agitagiio
vigorosa. Posteriormente, 0s outros componentes foram adicionados, e o volume do
baldo aferido. O meio foi entdo levado a fervura para cozimento do Agar e depois
distribuido em tubos de ensaio (18x180mm), nos quais foram adicionados 20ml. do
meio ¢ tampados com rolhas de algodiio envolvidos em gaze. O meio foi entdo
esterilizado em autoclave durante 20 minutos a 0,5 atm e, ainda quente, inclinado.

Os conidios, com o auxilio da alga de platina foram retirados do solo e
transferidos para o meio ¢ incubados por cinco dias em estufa a 30°C, e mantidos sob
refrigeracio por um periodo maximo de quatro meses, obtendo-se assim o primeiro
repique.

Partindo do primeiro repique, foi obtido o segundo repique. Para tanto, com
auxilio da alga de platina os esporos foram transferidos para o meio basico, descrito
anteriormente, e incubados a temperatura de 30°C durante cinco dias. Cada repique
pode ser mantido sob refrigerag@o por um periodo de quatro meses e seguindo este
procedimento cada suspensfo de conidios no solo somente pode ser usada 4 ou 5 vezes,
¢ depois descartada.

O meio de sabugo de milho ¢ um meio usado para produgdo de grande
quantidade de conidios. O sabugo ¢ apropriado para este fim, uma vez que o fungo
cresce em uma superficie maior ¢ conseqiientemente aumenta a esporulagdo. Foi
preparado de acordo com protocolo da Embrapa/CNPAT, no qual primeiro prepara-se
as seguintes solugdes:

Solugdo A: pesou-se 20g de fosfato de potdssio monobasico, dissolveu em Agua
destilada e transferi para um baldo volumétrico de 100mL e aferiu.

Solugdo B: pesou-se 3,96g de sulfato de zinco e dissolveu em um pouco de agua
destilada. Adicionou-se 4,60g de sulfato de ferro, 0,01g de sulfato de manganés e
0,5mL de acido sulfirico (95 — 97%). Apds completa dissolugéo, avelumoun-se a 100mL
com agua destilada.

Solugdio wmidificante: Pesou-se 2,8g de peptona em um pouco de agua destilada,
transferiu-se para um balfo volumétrico de 50ml.. Adicionou-se 0,19mL da solugéio A e
0,025ml. da solugdo B, avolumou-se € homogeneizou.

Foram pesados 4,6g de sabugo de milho seco ¢ moido {com granulometria de
aproximadamente 1 cm) e adicionado 6mL da solugdo umidificante, para cada
erlenmeyer de 125mL. O frasco foi tampado com tampio de algoddo envolvido com

gaze, homogeneizado e esterelizado em autoclave por | horaa 1 atm.
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Para inoculagiio do meio de sabugo de milho foram transferidos 10ml. de uma
solugfio 0,3% (v/v) de Tween 80 para tubos com microrganismo de segundo repique.
Com auxilio de uma alga de platina, os microrganismos foram desprendidos,
homogeneizados e transferidos 1ml 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 refrigeragiio por um periodo maximo de trés
meses e utilizados como in6culo nos ensaios de fermentacio.

Nos frascos de sabugo com esporos foram adicionados 40 mL de solugfio 0,3%
v/v de Tween. Apds agitagio os esporos foram transferidos para erlenmeyer estéril com
auxilio de gaze estéril. A quantificacio da suspensfio obtida foi feita através de
contagem dos esporos em Camara de Neubauer espelhada. O volume de suspenséio de
esporos adicionado ao meio de fermentagdo foi ajustado de modo a ter-se um inoculo de
10’ esporos por grama de substrato sélido fixada nos 11 experimentos listados na matriz

de planejamento.
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Anexo I

ANEXO Il

(Definig¢bes para cada termo da Equagdo 3.9)
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« lmol iumol 1L l.h
L h ISOg 10°° mol 1000mL 60s

Atividade(U/mL) -

lpmol 1000x 60x180
- — lumol x
] 80x107 x1000x 60(mL xs) 1000000
Tumol x100x10
18x60(mL xs)
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APENDICE

(Dados relativos aos experimentos executados)
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Resultados dos demais experimentos para o pardmetro pH

Experimento Tempo di pH Média Erro relative %
Fermentacio
0 3,91 3,69+0,25 _ 6,74
! 7 4,00
LAVADO
{45% de 20 3,89
umidade e 30 3,95
0,5% de 44 3,55
nitrogénio) 54 3,50
68 3,36
72 3.35
. Tempo de . .y .
Experimento N pH Média Erro relative %
Fermentacio
0 4,37 3,81+0,34 9,00
7 4,63
2 20 3,70
L(:;’j‘;‘) 30 3,63
% de
umnidade € 1,0% 44 344
de nitrogénio) 54 3,60
68 340
72 3,74
. Tempo de L qs . e
Experimento _ pH Meédia Erro relativo %
Fermentacio
0 432 | 396+£029 7,30
7 4,59
2 20 4,11
SE?:SL;“:AR 30 3,79
%o de
umidade ¢ 1,0% 44 3,73
de nitrogénio) 54 3,82
68 3,74
72 3,54
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] T d . ,
Experimento empa ti pH Média Erro relative %
Fermentagiie
0 4,20 3,82+0.20 3,18
7 4,21
3 20 3,85
(65% de .
umidade ¢ §,5% 44 3,79
de nitrogénio) 54 3,58
68 3.57
72 3,59
. Tempo de . 2s .
Experimento - pH Média Erro relative %
Fermentacio
0 4.45 3,69+ 0,43 11,60
7 443
4 20 3,77
LAVADG 20 3.80
65% de s
umidade ¢ 1,0% 44 3,53
de nitrogénio) 54 3,15
68 3,15
72 3,20
. Tempeo de . .
Experimento - pH Média Erro relative %
Fermentacio
0 4,24 3,79+0,22 5,79
7 4,02
3 20 3,98
LAVADO 30 370
(65% de ’
umidade e 1,0% 44 3,65
de nitrogénio) 54 3,61
68 3,60
72 3,50
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Tempo de

Experimento . pH Média Erro relative %
Fermentacio
0 4,47 3,88+0,24 6,20
7 4,25
9 20 3,79
LAVADO 30 3.89
(65% de 2
vmidade ¢ 1,0% 44 3,63
de nitrogénio) 54 3,73
68 3,72
72 3,58
‘ ) Tempo de . )
Experimento pH Média Erro relativo %
Fermentaciio
0 4,46 3,70+0,45 12,29
7 4,37
10 20 4,08
LAVADO 30 3,45
(65% de :
umidade ¢ 1,0% 44 3,34
de nitrogénio) 54 3,28
68 3,31
72 3,29
Experimento Tempo de H Média Erro relative %
P Fermentacio P ‘ °
0 445 3,8620,42 10,87
7 4,26
11 20 4,09
L{*;;jgo 30 433
(4]
umidade e 1,0% 44 3,70
de nitrogénio) 54 3,27
68 3,20
72 3.60
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Resuitados dos demais experimentos para o parimetro Umidade

. Tempo de Umidade Erre relativo
E - go
xperimento Fermentacio; (%) 45% Média %
0 42,15 1 41,79+093 | 223
7 41,69
1 20 41,62
LAVADO 30 43,43
{45% de
umidade e (,5% 44 40,50
de nitrogénio) 54 42,25
68 43,03
72 40,21
Tempo de Umidade Erre relativo
j i Médi
xperimento Fermentagio| (%) 45% 1 Yo
0 4472 40,69 + 1,33 3,29
7 41,14
2 20 41,06
LAVADO 30 38,85
(45% de ’
umidade ¢ 1,0% 44 40,88
de nitrogénio) 54 37,84
68 40,02
72 40,99
Tempo de Umidade Erro relative
Experimento Fermentacio| (%) 45% - Yo
0 44,88 43,21 + 1,70 3,94
7 43,01
2 20 46,01
SEM LAVAR 30 4434
(45% de ’
umidade ¢ 1,0% 44 4441
de nitrogénio) 54 4223
68 37.62
72 43,16
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. Tempo de Umidade . Erro relative
'J
Experimento Fermentacio| (%) 65% Média o
0 64,48 61,99z 1,11 1,79
7 62,13
3 20 61,25
LAVADO 30 62.60
(65% de T
umidade © 0,5% 44 60,21
de nitrogénio) 54 62,86
68 60,07
72 62,25
. Tempo de Umidade e Erro relative
Experimento Fermentacio| (%) 65% Média o
0 61,24 59,23 +2.00 3,39
7 60,61
4 20 60,42
LAVADO 30 5928
{65% de
umidade  1,0% 44 59,23
de nitrogénio) 54 61,80
68 60,05
72 51,21
. Tempo de Umidade . Erro relative
Experimento Fermentacio| (%) 55% Média Y%
0 52,68 51,29+ 1,70 3,29
7 53,90
8 20 53,85
LAVADO 30 51.21
(35% de ’
umidade ¢ 0,4% 44 51,17
de nitrogénio) 54 51,47
68 47,42
72 48,59
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. Tempeo de Umidade . Erro relativo
Experimento | @ entacio| (%) 69% Média %
0 68,69 65,87+ 1,53 2,31
. 7 64,71
LAVADO 20 64.83
(69% de 30 67,92
umidade ¢ 44 65,82
0,75% de 54 62,22
nitrogénio)
68 67,08
72 65,66
. Tempo de Umidade ae Erro relative
Experimento | . rmentacio| (%)55% | o %
0 54,99 51,18+ 1,75 342
7 51,58
10 20 53,47
LAVADO 30 51,42
(55% de X
umidade e 1,1% 44 51,43
de nitrogénio) 54 50,57
638 48.85
72 47,10
Tempo de Umidade . Erro relative
i éd
Experimento | o @ mentacio| (%) 41% Média %
0 40,34 38,59+ 0,53 1,38
. 7 38.46
LAVADO 20 38,37
{41% de 30 38,76
umidade ¢ 44 38,79
0,75% de 54 37,25
pitrogénio)
68 38,38
72 38,33
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Apéndice

Resultados dos experimentos de reprodutibilidade de dados para o parimetro AR

Experimento F:;“:::;;;eﬁe AR (g/l) |Experimento! AR (g/L) |Experimento| AR (g/L)

0 2,08 2,99 1,69
5 7 1,95 6 1,82 7 1,95
LAVADO 20 1,52 LAVADO 0,82 LAVADO 1,52
{55% de 30 1,46 (55% de 0,97 (55% de 0,68
umidade ¢ 44 1,01 umidade e 0,93 umidade ¢ 0,62
0,75% de 54 0,65 0,75% de 0,58 0,75% de 0,84
nitrogénio) 68 1.10 nitrogénio) 0,39 nitrogénio} 0,13
72 1,30 0,13 0,52
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Apéndice

Resultados dos demais experimentos para o parametro AR

Tempo de

Tempo de

Experimento Fermentaciio AR (g/L)
0 2,21
7 2,08
1 20 1,64
LAVADO 30 0,78
45% de
umifiazg edO,S% 44 0,93
de nitrogénio) 34 0,91
68 0,78
72 1,17
. Tempo de
Experimento Fermentacio AR (/1)
G 1,82
7 1,82
2 20 1,64
LAVADO 30 1,36
00
umifiifi; ed?,e% 44 0,78
de nitrogénio) 54 0,91
68 0,97
72 0,65
. Tempo de
Experimento Fermentagio AR (g/L)
0 1,95
7 2,34
8 20 0.93
LAVADO 30 0,68
umifisafif edg,d% 44 0,31
de nitrogénio) 54 0,84
68 1,04
72 1,30

E i & AR
Xperimento Fermentaiio (g/L)
0 1,95
3 7 1,69
LAVADO 20 1,05
(65% de 30 0,49
umidade ¢ 0, 44 0,78
Sede 54 0,84
nitrogénio)
68 1,ig
72 0,26
. Tempo de
Experimento Fermentacdo AR (g/L)
0 1,43
7 1,56
4 20 1,05
LAVADO
{65% de 30 0,78
wnidade ¢ 1,0% 44 0,31
de nitrogénio) 54 0,52
68 0,39
72 0,45
. Tempo de
Experimento Fermentaciio AR (g/l.)
0 1,30
. 7 1,04
LAVADO 20 0,93
(69% de 30 0,39
umidade e 44 0,47
ol j/n‘fz) 54 0.78
ny
¥ 68 0.26
72 0.13
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Apéndice

. Tempo de ) Tempeo de .

Experimento Fermeitagﬁo AR (g/L) Experimento Fermel; tacdo AR (g/L)
0 1,04 0 0,19
7 1.82 7 0,18
10 20 1,64 LAVADO 3% 1 o1
L(‘:;f,f‘f 30 0,97  (41%de 30 0,17
umidad.eoe 1,1% 44 0,62 umidade ¢ 44 0,13
de nitrogénio} 54 0,26 ngj;:n‘::y) 54 0,14
68 0,78 68 0,14
72 0,52 72 0,12
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Anexo I

Resultados dos experimentos de reprodutibilidade de dados para o

pardmetro AC

Tempo de Atividade Atividade Atividade
Experimento Fermel:l (acio Celulolitica | Experimento | Celulolitica | Experimento| Celulolitica
g (U/ml) (U/mL) (U/mlL)
0 0,03 0,03 6,00
S 7 0,03 6 0,02 . 0,03
LAVADC 20 0,00 LAVADO 0,03 LAVADO 0,05
(55% de 30 0,11 (55% de 0,06 (55% de 0,12
umidade e 44 0.00 umidade ¢ 0,03 umidade ¢ 0,02
0.75% de 54 0,00 0.75% de 0,04 0.75% de 0,00
nitrogénio) nitrogénio) nitrogénio)
68 0,00 01 0,02
72 0,60 0,60 0,00
Temno de Atividade Atividade
Experimento F rmel::ta 50 Celulolitica | Experimento| Celulolitica
¢ ¥ (U/mL) (U/mL)

0 0,09 0,09

s 7 0,02 . 0,10

SEM LAVAR 20 0,02 SEM LAVAR 0,06

(55% de 30 0.06 (55% de 0,06

umidade e 44 0,06 umidade e 0,06

0.75% de 54 0,05 0,75% de 0,00

nitrogénio) nitrogénio)
68 0,01 0,01
72 0,02 0,00
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Anexo H

Resultados do experimento 2 para o parimetro AC

Temuo de Atividade Tempo de Atividade
Experimento Ferme?: tacio Celulolitica | | Experimento P ::n::) taciio Celulolitica
0 rmL) ¢ 10 (UimL)
0 0,00 0 0,14
7 0,02 7 0,19
2 20 0,09 2 20 0,09
LAYADO 30 0.14 SEM LAVAR 30 0.14
(45% de > (45% de ’

umidade ¢ 1,0% 44 0,15 umidade ¢ 1,0% 44 0,01
de nitrogénio) 54 0,05 de nitrogénio) 54 0,60
68 0,00 68 0,01
72 0,00 72 0,02
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