
UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE 

CENTRO DE CIENCIAS E TECNOLOGIA 

UNIDADE ACADEMICA DE ENGENHARIA QUIMICA 

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA QUfMICA 

PRODUCAO DE CELULASES POR FERMENTACAO SEMI-S6LIDA EM BAGACO 

DE PEDUNCULO DO CAJU UTILIZANDOzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Trichoderma reesei LCB 48 

SIMONE APARECIDA DA SILVA LINS 

CAMPINA GRANDE 

2012 



SIMONE APAREC1DA DA SILVA LINS 

PRODUCAO DE C E L U L A S E S POR FERMENTACAO SEMI-SOLID A E M BAGACO 

DE PEDUNCULO DO CAJU UTILIZANDOzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Trichoderma reesei L C B 48 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Dissertacao apresentada ao Programa de P6s-

Graduacao em Engenharia Quimica da 

Universidade Federal de Campina Grande, 

em cumprimento as exigencias para obtencao 

do titulo de Mestre. 

Area de Concentracao: Recursos Regionais e Meio Ambiente 

Orientadora: Prof. Dra. Libia de SousaConrado Oliveira (UAEQ/UFCG) 

CAMPINA GRANDE 

2012 



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA BIBLIOTECA C E N T R A L DA UFCG zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

L651 p Lins, Simone Aparecida da Silva. 

Producao de celulases por fermentacao semi-solida emzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA baga90  de 

pedunculo do caju utilizandozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Trichoderma reesei LCB 48/ Simone Aparecida 

da Silva Lins. - Campina Grande, 2012. 

75 f.: U. color. 

Disserta9ao (Mestrado em Engenharia Quimica) - Universidade Federal 

de Campina Grande, Centro de Ciencias e Tecnologia. 

Orientadora: Prof. Dra. Libia de Sousa Conrado Oliveira. 

Referencias. 

1. Baga90 . 2. Caju. 3. Semi-Solida. I . Titulo. 

CDU 621.316 (043) 



PRODUCAO DE CELULASES POR FERMENTACAO SEMI-SOLIDA E M BAGACO 

DE PEDUNCULO DO CAJU UTILIZANDOzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Trichoderma reesei L C B 48 

Dissertacao aprovada em 

BANCA EXAMINADORA 

Prof*. Dr*. Libia de Sousa Conrado Oliveira 

(Orien*a"clora) 

Flavio Luizlftonorato da Silva 

Examinador Exlerno - (CCT/UFPB) 

Prof*. Dr''. Glauciane Danusa Coelho 

Examinadora Externa - (UATEC/CDSA/UFCG) 

'rof. Dr*. Josivanda Palmeira Gomes 

Examinadora Externa - (CTRN/UFCG) 

CAMPINA GRANDE 

2012 



DEDICATORIA zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Dedico este trabalho aos meus pais, 

Severino Ramos e Maria do Socorro, pelo 

amor incondicional, as minhas irmds, Suelem 

e Soleane e ao meu querido noivo Rodrigo. 



AGRADECIMENTOS zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

0 trabalho que ora se apresenta resulta, naturalmente, do esforco de varias pessoas, com 

as quais me sinto profundamente agradecida e com quern estarei sempre em debito. 

Meus mais sinceros agradecimentos: 

Em primeiro lugar a DEUS, que e o motivo maior de toda a minha existencia, pela forca 

e protecao nas horas mais dificeis. 

Aos meus pais Severino Ramos Lins e a Maria do Socorro da Silva, por terem me 

proporcionado a educacao que nao puderam ter, sempre acreditando que meus objetivos 

seriam alcancados e apoiando-me nos momentos dificeis com paciencia, dedicacao e muito 

amor. 

As minhas queridas irmas, Soleane da Silva Lins e Suelem da Silva Lins, pelo imenso 

carinho a mim dedicado. Nossos lacos sao eternos... Independe de distancia e tempo. 

Ao meu noivo Rodrigo Lins Rodrigues, pelo amor, carinho, companheirismo, amizade e 

por mesmo na distancia ter sido tao presente. Meu companheiro... zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

A Professora Dra. Libia de Sousa Conrado Oliveira, pela orientacao, pela amizade, por 

todo apoio recebido durante a realizacao deste trabalho, pelo conhecimento que me passou e 

principalmente por ter acreditado na minha capacidade de desenvolver juntamente com ela 

esse trabalho. 

Ao Programa de Pos-Graduacao em Engenharia Quimica PPGEQ da Universidade 

Federal de Campina Grande, na pessoa de seus coordenadores Dr. Luis Gonzaga Sales 

Vasconcelos e Dr. Romildo Brito. 

A todos os professores das disciplinas do mestrado e aos funcionarios do Programa de 

Pos-Graduacao em Engenharia Quimica, em especial a secretaria Marice Pereira. 

Ao Centro de Desenvolvimento do Semiarido, em especial amigos Adriano Marques, 

Ana Paloma Tavares, Norma Lima, Amanda Kelle, Mirela Guerra, Everton Oliveira, 

Gracielle Farias e Flavio Medeiros pela amizade e incentivo durante o desenvolvimento desse 

trabalho. 



A Dra. Glauciane Danusa Coelho, pelo apoio, pela amizade e por ter me entendido nos 

momentos em que mais precisei. 

Aos componentes da banca examinadora Dr. Laercio Gomes de Oliveira, Dra. Josivanda 

Palmeira e ao Dr. Flavio Luiz Honorato da Silva pela atencao, disponibilidade e 

principalmente pela contribuicao ao trabalho realizado. 

Aos amigos do Laboratorio de Engenharia Bioquimica da UFCG, Berg Domingos, 

Flavia Lima, Silmara Alcantara, Paloma Lima, Nathalya, Angela Maria Santiago, Monica, 

Lahyana, Vitoria, Mariano Neto, Daniel Portela, Daniel Barachuy, Ezenildo e Carlos Bispo, 

por terem ajudado nos momentos mais dificeis, por nao deixarem me faltar esperanca. 

Aos meus amigos do curso de mestrado Maria Janaina, Guilherme Costa, Joelma Dias, 

Daniela Passos, Thassio Nobrega e Vinicius Mousinho, pela amizade e parceria. 

Enfim, a todos que contribuiram e me apoiaram, de forma direta ou indireta, na 

realizacao desse trabalho, meus agradecimentos. 



Mas e preciso terforga. Epreciso ter raga. Epreciso ter gana sempre... 

Quern traz napele essa marcapossui a estranha mania... 

De terfe na vida.... 

(Milton Nascimento e Fernando Brant) 



RESUMO zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

LINS, S. A. S. Producao de celulases por fermentacao semi-solida com bagaco de 

pedunculo do caju utilizandozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Trichoderma reesei L C B 48. Dissertacao (Mestrado) -

Universidade Federal de Campina Grande. 75f. 2012. 

As celulases, dentre muitas enzimas, vem se destacando, em diversos nichos de atuacao, tais 

como alimenticio, detergentes, farmaceutico, textil, celulose e papel e no tratamento de 

efluentes e residuos. Atualmente, a maioria das celulases microbianas comercialmente 

utilizadas sao produzidas pela especiezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Trichoderma, em especial o Trichoderma reesei com 

capacidade comprovada de producao de enzimas celuloliticas. Estudos vem sendo 

desenvolvidos com objetivo de produzir essa enzima atraves de um processo de fermentacao 

semi-solida a partir de residuos agroindustriais lignocelulosicos, diminuindo assim os custos 

de producao da enzima, e agregando valor ao residuo. O objetivo desse trabalho foi produzir 

celulases a partir do bagaco do pedunculo do caju utilizando o Trichoderma reesei LCB 48. 

Foi realizada a caracterizacao do residuo visando conhecer a composicao quimica do bagaco 

do caju com relacao aos nutrientes presentes, uma vez o mesmo foi utilizado como substrato 

durante o processo fermentativo para a producao das celulases. O estudo da producao dessas 

celulases foi realizado atraves do planejamento experimental fatorial 2
2com quadruplicata no 

ponto central. O bagaco do pedunculo do caju lavado inoculado com T. reesei foi avaliado 

quanto a producao de celulases com teores de umidade iniciais de 45, 55 e 65% e em presenca 

de nitrogenio inorganico (sulfato de amonio) nas concentracoes 0,5, 0,75 e 1%. A 

fermentacao se desenvolveu ao longo de 238 horas durante os quais foram analisados os 

parametros pH, umidade, AR e atividade enzimatica expressa em CMCase. Atraves da 

caracterizacao do residuo do bagaco do pedunculo do caju confirmou-se que este substrato 

tern potencial para ser utilizado na fermentacao para producao de enzimas celuloliticas, 

principalmente por ter apresentado um percentual de celulose satisfatorio, por que esse e 

conhecidamente um excelente indutor dessas enzimas. O pico de producao de enzima celulase 

expressa em CMCase foi obtida com 238 horas sendo esta com o valor de 0,71 U/g (0,095 

U/mL), nas condicoes de 45% de umidade inicial e 1% de fonte de nitrogenio. A utilizacao da 

metodologia de planejamento experimental permitiu observar que a umidade inicial do 

substrato e uma variavel determinante na producao das enzimas CMCases, e que o nivel 

minimo de umidade (45%) proporcionou os maiores valores de producao de CMCase. 

Palavras-chaves: bagaco, caju, semi-solida. 



ABSTRACT zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

LINS, S. A. S. Cellulase production under semi-solid fermentation in cashew peduncle 

bagasse byzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Trichoderma reesei L C B 48. Dissertation (Master Science) - Federal University 

ofCampina. 75s. 2012. 

Cellulases, among many enzymes, have been highlighted in several activities niche, such as 

food, detergents, pharmaceuticals, textiles, pulp and paper and wastewater treatment of 

effluents and residues. Currently, most commercially used microbial cellulases are produced 

by the specieszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Trichoderma, in particular, Trichoderma reesei with proven ability for the 

production of cellulolytic enzymes. Studies have been developed in order to produce this 

enzyme through a process of solid state fermentation from lignocellulosic agroindustrial 

wastes, thus reducing the cost of enzyme production, and adding value to the residue. The aim 

of this work was to produce cellulases from the stalk of the cashew bagasse using 

Trichoderma reesei LCB 48. Characterizations were carried out aiming at the residue of the 

chemical composition of the pulp relative to the cashew nutrients, since it was used as 

substrate for the fermentative process for production of cellulase. The study of the production 

of cellulase was performed using the 2 factorial design with central point in quadruplicate. 

The stalk of the cashew bagasse washed inoculated with T. reesei was evaluated for the 

production of cellulases with initial moisture contents of 45, 55 and 65% and in the presence 

of inorganic nitrogen (ammonium sulfate) at concentrations 0.5, 0.75 and 1%. The 

fermentation was developed over 238 hours during which the parameters analyzed were pH, 

moisture, AR and enzyme activity expressed in CMCase. Through the characterization of the 

waste bagasse from the stalk of the cashew confirm that this substrate has the potential to be 

used in fermentation for production of cellulolytic enzymes, mainly because it presented a 

satisfactory percentage of cellulose, for that is known to be an excellent inducer of these 

enzymes. Peak production of cellulase enzyme expressed in CMCase was achieved with 238 

hours this being with a value of 0.71 U/g (0,095 U/mL), under the conditions of 45% initial 

moisture content and 1% of nitrogen source. Using the methodology of experimental design 

allowed us to observe that the initial substrate moisture is a key variable in the production of 

enzymes CMCases, and that the minimum level of humidity (45%) showed the highest 

production values of CMCase. 

Keywords: bagasse, cashews, semi-solid. 
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7 .zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Introduqao 

1. INTRODUQAO zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Atualmente processos biotecnologicos vem oferecendo inovadoras possibilidades para 

a producao de substantias quimicas e processos mais limpos, apresentando solucoes para 

atender a humanidade em suas mais diferentes necessidades (alimentos, energia, 

medicamentos), bem como suplantar tecnologias que poluem a biosfera ou que contribuam 

para a deplecao de fontes finitas. 

A producao de enzimas e um vasto campo de estudo quando se trata de processos 

biotecnologicos. Tambem denominadas de biocatalisadores, as enzimas sao catalisadores 

proteicos com caracteristicas particulares pela sua alta eficiencia em condicoes fisiologicas e 

alta especificidade. Este potential catalitico e utilizado industrialmente nao so nos classicos 

processos fermentativos, mas tambem em processos de biotransformacoes microbianas para a 

catalise de reacoes quimicas de dificil ocorrencia e de grande importancia na industria 

(PEREIRA Jr et al., 2008). 

As celulases, dentre muitas enzimas, vem se destacando, em diversos nichos de 

atuacao, tais como alimenticio, detergentes, farmaceutico, textil, celulose & papel e no 

tratamento de efluentes e residuos. Ha tambem o grande desafio da producao de 

biocombustiveis, onde atualmente, as celulases tern sido bastante aplicadas na producao de 

bioetanol, a qual e usada durante a etapa de hidrolise da biomassa lignocelulosica para 

conversao da celulose em glicose (AMORIM, 2010). 

A maioria das celulases microbianas comercialmente utilizadas sao produzidas pela 

especie Trichoderma (ZHANG e LYND, 2006). Sendo obtidas basicamente endoglicanases e 

exoglicanases, alem de uma serie de enzimas complementares, como (3-glicosidase, 

hemicelulases e pectinases (BERLIN et al., 2005). 

Considerando os nichos de atuacao, e cada vez maior, internacionalmente, o uso de 

enzimas. O mercado mundial de enzimas e da ordem de quatro bilhoes de dolares, 2,2 bilhoes 

de dolares o mercado de enzimas industrials (enzimas tecnicas, enzimas para a industria de 

alimentos e enzimas para racao animal) e 1,8 bilhao de dolares o de enzimas especiais 

(terapeuticas, enzimas para diagnostico e enzimas para quimica quiral). As celulases e as 

amilases estao entre as principals enzimas de uso industrial no mundo, representando 22% 

desta demanda (POLITZER e BOM, 2006). 
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1. Introduqao zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Apesar da ampla utilizacao das celulases, o seu elevado custo tem tornado alguns 

processos onerosos. Estudos vem sendo desenvolvidos com objetivo de produzir essa enzima 

atraves de um processo de fermentacao semi-solida em residuos agroindustriais, diminuindo 

assim os custos de producao da enzima (AMORIM, 2010). 

Esse cenario e particularmente importante para o Brasil, pais que necessita inserir-se 

de forma representativa como usuario de tecnologia enzimatica, que concilia desenvolvimento 

tecnologico com a utilizacao de materias-primas renovaveis e a preservacao ambiental. 

Os materials lignocelulosicos sao constituidos majoritariamente por celulose, 

hemicelulose e lignina, sendo esses a fonte de carbono mais abundante do planeta (PEREIRA 

Jr e CASTRO, 2010). Portanto, ha a necessidade de agregar valor e de aumentar o leque de 

possiveis aplicacoes destes materiais estimulando assim o interesse no desenvolvimento de 

processos industrials que visem o aproveitamento destes residuos. 

Devido a ampla disponibilidade de residuos agroindustriais do caju na regiao Nordeste 

e a possibilidade real de agregar valor a tais residuos, com significativa reducao do impacto 

ambiental causado pelo seu acumulo, propoe-se nesse trabalho o uso do bagaco do pedunculo 

do caju como substrato semi-solido para a obtencao de enzimas celulases envolvidas na 

degradacao de materiais lignocelulosicos. 

Simone Aparecida da Silva Lins 
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1. Introduqao zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

1.1 OBJETIVO GERAL 

Este trabalho teve como objetivo geral estudar a producao de celulases atraves de um 

processo de fermentacao semi-solida do residuo agroindustrial do caju (bagaco do pedunculo) 

utilizando como agente metabolizador o microrganismo Trichoderma reesei LCB 48. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

1.1.1 Objetivos especificos 

- Caracterizar o bagaco de caju seco. Os parametros fisico-quimicos analisados foram: 

granulometria, densidade aparente, densidade real, porosidade, umidade, pH, cinzas, solidos 

soluveis, acucares redutores, celulose, extrativos e proteinas; 

- Produzir celulases por meio de fermentacao semi-solida, do bagaco do caju, com o 

microrganismo Trichoderma reesei LCB 48 avaliando o pH, a umidade, a concentracao de 

acucares redutores e a atividade enzimatica, expressa em carboximetilcelulase, por meio de 

cinetica de fermentacao; 

- Avaliar as condicoes otimas de producao da enzima celulase, utilizando 

planejamento fatorial. 
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2zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA REVISAO B I B L I O G R A F I C A zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

2.1 CAJU 

0 cajueiro (Anacardium occidentale L.) e uma planta tropical, originaria do Brasil, 

dispersa em quase todo o seu territorio. A area atualmente ocupada com a cultura do cajueiro 

no Nordeste e de cerca de 700.000 hectares, com uma producao em torno de 1.260.000.000 

quilos de pedunculo. O estado do Ceara e o maior produtor, com uma area cultivada superior 

a 350.000 hectares, sendo que quase 80% das arvores plantadas estao em terras de pequenos 

produtores rurais, segundo a Embrapa (OLIVEIRA, 2003). 

A industrializacao do caju pode ser dividida nos setores de beneficiamento da castanha 

e do processamento do pedunculo. O beneficiamento da castanha visa principalmente a 

producao da amendoa da castanha de caju; enquanto que o processamento do pedunculo tern 

como principal produto industrial o suco de caju (BARRETO et al., 2007). 

Ressalta-se que alem da diversidade de produtos provenientes do processamento do caju 

e da potencialidade de aproveitamento economico destes, a agroindustria do caju tern ainda 

um grande impacto socioeconomic, em virtude do grande numero de empregos gerados nas 

atividades agricolas, industrials e comerciais, gerando renda e fixando o homem ao campo. 

Assim, a exploracao do cajueiro apresenta-se como uma alternativa para melhoria da 

qualidade de vida do homem do campo, notadamente nas regioes mais pobres do Nordeste 

brasileiro (SOUZA FILHO et al., 2012). 

O pedunculo do caju {Anacardium occidentale L.) apresenta uma grande variabilidade 

com relacao as suas caracteristicas quimicas e fisico-quimicas, tendo como principals fatores 

que as influenciam o tipo de solo, o clima, o tipo de cajueiro, o estado de maturacao e as 

condicoes de plantio (sequeiro ou irrigado) (SOUZA FILHO et al., 2012). 

A Tabela 1, a seguir, apresenta as caracteristicas fisico-quimicas do pedunculo do caju 

in natura. Verifica-se o valor nutricional do pedunculo, por seu alto teor de vitamina C, um 

bom conteudo de acucares, sendo ainda uma fonte regular de calcio e fosforo. 
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Tabela 1 - Composicao fisico-quimica do pedunculo do caju in natura. 

Determinacoes Valores medios 

Umidade (%) 87,20 

Cinzas (%) 0,32 

Solidos soluveis (°Brix) 9,74 

pH 4,34 

Acidez total titulavel (%) 0,47 

A9ucares redutores (%) 8,24 

Acucares nao redutores (%) 0,31 

Acucares totais (%) 8,55 

VitaminaC (mg/lOOg) 153,20 

Taninos (%) 0,30 

Proteina (%) 0,64 

Fibra (%) 0,20 

Ferro (mg/lOOg) 0,24 

Calcio (mg/lOOg) 16,00 

F6sforo(MgP2O5/100g) 26,80 

Fonte: Maia et al. (2004). 

Apesar da importancia socioeconomica para a regiao, a cajucultura apresenta baixo 

nivel de aproveitamento do pedunculo, algo em torno de 10 a 20% da producao. A cada ano, 

toneladas de alimento sao jogadas no lixo ou destinadas a alimentacao animal, acarretando 

subutilizacao de uma fonte de rico valor nutricional, notadamente vitamina C e minerals 

(FIEC, 2010). 

Os residuos sao constituidos basicamente de materia organica e fibra, com alto valor 

nutritivo, abundante e de baixo custo economico. Uma das formas de agregar valor aos 

residuos agroindustriais, em particular ao residuo do caju, e obter enzimas, como por 

exemplo, as celulases atraves da fermentacao semi-solida utilizando microrganismos como 

agente metabolizador de carboidratos (AMORIM, 2010). 
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2.2zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA BIOMASSA LIGNOCELULOSICA 

A biomassa lignocelulosica, tem origem em residuos vegetais, florestais, animais, 

residuos solidos urbanos e industriais. Os residuos lignocelulosicos, geralmente contem 30-

45% de celulose, 25 - 30% de lignina, 25 - 30 de hemicelulose, e uma pequena quantidade de 

cinzas e extrativos. A proporcao percentual desses componentes depende do tipo de material, 

idade e estagio vegetativo (FUENTES, 2009). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

2.2.1 Celulose 

A celulose responde isoladamente por aproximadamente 40% de toda reserva de 

carbono disponivel na biosfera. Esta presente em todas as plantas e seu conteudo pode variar 

de 20 a 99% de acordo com as caracteristicas de cada especie (FENGEL e WEGENER, 

1989). 

Dado o carater renovavel e biodegradavel da celulose, ela tem sido historicamente 

utilizada para a manufatura de diversos produtos uteis ao homem (SCHURZ, 1999). Alem 

disso, e o residuo polimerico predominante da atividade agricola (ZHANG e MIELENZ, 

2006), o que vem gerando interesse crescente, nos ultimos anos, visando a sua utilizacao para 

a producao de diversos produtos quimicos (diferentes acucares, acidos organicos, tensoativos, 

adesivos, corantes, solventes, produtos farmaceuticos, etc.), alem do chamado "etanol de 

segunda geracao" (KUMAR, SINGH e SINGH, 2008). 

Quimicamente, a celulose e formada por microfibrilas que sao estruturas relativamente 

rigidas que contribuem para a resistencia e a predisposicao estrutural da parede celular, 

estando firmemente empacotadas em cadeias lineares de D-glicoseS (Figura 1) com ligacoes zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

P-O-4). 

Figura 1 - Representacoes graficas da molecula de (3-D-glucose 

e zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAC H j O H 

P-D-Glucose forma 
piranosica ou Haworth 

p-D-Glucose fomia piranosica 
em cadsira 

Fonte: Klock (2005). 
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Os glucanos (polimeros de glicose) (Figura 2) que constituem a microfibrila da celulose 

estao fortemente alinhados e ligados entre si, formando uma fita altamente ordenada 

(cristalina), que exclui agua e e relativamente inacessivel ao ataque enzimatico. Como 

resultado, a celulose e muito forte, muito estavel e resistente azyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA degrada9ao. Devido a 

configura9ao espacial alternante das liga9oes glicosidicas que unem residuos de glicose 

adjacentes, a unidade de repet i9ao da celulose e considerada a celobiose, um dissacarideo de 

D-glicose com liga96es (3-(l—>4). Os modelos atuais da organiza9§o microfibrilar sugerem 

que ela tem uma subestrutura constituida de dominios altamente cristalinos unidos por regioes 

amorfas menos organizadas. Dentro dos dominios cristalinos, os glucanos adjacentes estao 

altamente ordenados e unidos entre si por liga9oes nao covalentes, tais como liga96es de 

hidrogenio e intera9oes hidrofobicas. Quando a celulose e degradada, primeiramente sao 

atacadas as regioes amorfas, liberando pequenas cristalitas, consideradas como 

correspondentes aos domimos cristalinos da microfibrila (KIMURA et al.,1999). 

Figura 2 - Modelo estrutural de microfibrila de celulose. 

Fonte: Galiao (2012). 
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2.2.2 Hemicelulose zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

As hemiceluloses (Figura 3) ou polioses sao polissacarideos de cadeia linear e 

ramificada. Elas sao amorfas e possuem massa molecular relativamente baixo. Junto com a 

celulose, lignina, pectina e proteinas formam a parede celular das plantas (MARTINS, 2005). 

As hemiceluloses sao depositadas de maneira intercalada nas microfibrilas de celulose, em um 

estagio anterior a lignificacao, conferindo elasticidade e flexibilidade ao agregado de 

microfibrila e impossibilitando que as mesmas se toquem (AGUIAR, 2010). 

Figura 3 - Estrutura parcial da hemicelulose. 

Hemicelulose e uma estrutura complexa de carboidratos, consiste de diferentes 

polimeros, a saber, polimeros de pentoses (xilose e arabinose), e polimeros de hexoses 

(manoses, glicose e galactose), alem de acidos hexuronicos e desoxiexoses (TAVARES, 

2009). Alguns desses acucares sao mostrados na Figura 4. 

Hemicelulose tem uma massa molecular menor do que a celulose e ramificacoes com 

cadeias laterals curtas, que consistem de diferentes acucares, os quais apresentam maior 

susceptibilidade a hidrolise (HENDRIKS e ZEEMAN, 2008). 

A natureza quimica das hemiceluloses varia, nas plantas, em relacao ao tipo de tecido 

vegetal e especies a quern pertencem. As madeiras em geral possuem de 20 a 30% de 

hemicelulose na composicao geral, enquanto que nas gramineas esse valor e de 20 a 40% 

(SJOSTROM, 1992). Ja o caju apresenta em media 15% de hemicelulose em sua composicao. 
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PENTOSES zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

H 

Figura 4 - Formulas dos acucares presentes nas polioses. 

ACIDOS HEXURONICOS DEOXIEXOSES 

it zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

" " " " H ° H " ™ O H " 

p-D-glucose zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

OH 

H J O O H 

kpH ° " ) \ 
HO> f H 

H H 

a-D-arabinopiranose p-D-manose 

H O H OH 

a-L-ara binosefuranose 

H OH 

a-D-galaetose 

C O O H 

H A — O O H 

w&\ r H 

H O H 

acido^-D-glucur6nico 

COOH 

acido-a-D-4-O-metilglucuronico a-L-fucase 

COOH 

acido«-D-galactur6 nico 

Fonte: Tavares (2009). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

2.2.3 Liginina 

A lignina, depois da celulose, e a macromolecula organica mais abundante dentre os 

materiais lignocelulosicos. E uma substantia que vai sendo incorporada durante o crescimento 

do vegetal, sendo composta basicamente de unidades de fenilpropano que formam uma 

macromolecula tridimensional e amorfa (Figura 5). A lignina representa de 20 a 30% da 

massa total do material lignocelulosico (RABELO, 2007). 
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Figura 5 - Estrutura proposta para a macromolecula de lignina de Eucalyptus grandis. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

C H O 

ttt 

Fonte: Pilo-Veloso, Nascimento e Morais (1993). 

Diferentemente da celulose e hemicelulose, a estrutura da lignina nao pode ser 

representada por uma combinacao de unidades monomericas ligadas pelo mesmo tipo de 

ligacao quimica. Esta segundo Rabelo (2007), se processa por via radicalar a partir da reacao 

de tres diferentes alcoois cinamilicos precursores: alcool p-cumarilico, alcool coniferilico e 

alcool sinapilico (Figura 6), que geram unidades p-hidroxibenzilicas, guaiacilicas e 

siringilicas, respectivamente. 

Simone Aparecida da Silva Lins zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

25 



2. Revisdo Bibliogrdfica zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Figura 6 - Alcoois precursores da lignina. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

O H O H O H 

Alcool Alcool Alcool 

conifcrilico sinapilico p-cumarilico 

( G ) (S) (H) 

Fonte: Barbosa et al. ( 2008). 

A presen9a da lignina nos materiais lignocelulosicos representa o principal interferente 

para o processo de conversao da biomassa, ja que e uma substantia que atua como uma 

barreira. Esta estrutura apresenta-se como uma molecula capaz de fornecer rigidez as plantas, 

bem como, grande resistencia ao ataque de microrganismos comuns (VASQUEZ et al., 2007). 

Cardoso et al. (2012), afirmam em seus estudos que a lignina e sua distribui9ao 

constituem o fator responsavel pela recalcitrancia dos materiais lignocelulosicos a degrada9ao 

enzimatica, limitando a acessibilidade da enzima. Resultados semelhantes foram obtidos por 

Durrant et al. (1991). Segundo ties a lignina nao permite que as enzimas hidroliticas como a 

celulase e a xilanase entre outras, atuem nas fontes de carbono, impossibilitando a absor9ao 

de polissacarideos pelo micelio, os quais constituem fonte de carbono principalmente para a 

forma9ao de frutifica9ao. Tais resultados corroboram com Rajarathnam et al. (1992), que ao 

pesquisar a influencia de microrganismos em contato com a lignina, observaram que essa 

macromolecula forma uma barreira fisica que dificulta a atividade de inumeros organismos 

produtores de enzimas celuloliticas, uma vez que a lignina age limitando os sitios de ataques 

enzimaticos e impedindo a entrada de enzimas de maior peso molecular, devido ao reduzido 

tamanho dos capilares da biomassa, restringindo o ataque a superflcie externa. 
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2.3 PRODUgAO DE ENZIMAS CELULOLITICAS zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

2.3.1 Enzimas celuloliticas 

Enzimas sao catalisadores biologicos, constituidas de moleculas de proteinas, 

produzidas por celulas vivas. Esses biocatalizadores apresentam alta atividade catalitica e 

seletividade especifica sobre o substrato (SAID e PIETRO, 2004). 

As celulases sao enzimas que possuem capacidade de romper as ligacoes glicosidicas 

de microfibrilas da celulose, resultando na liberacao de oligossacarideos, celobiose e glicose 

(DILLON, 2004) (Figura 7). Segundo Sun e Cheng (2002) as celulases estao divididas em tres 

grandes grupos, com base no modo de catalise sobre a fibra de celulose: a) endoglicanases, b) 

exoglucanases e c) p-glucosidases. 

Figura 7 - Representacao esquematica do rompimento das ligacoes da celulose nas regioes 

amorfas e cristalina. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

|  Cr i st a l i nazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA j Am o r f a I Cr i st a l i na S 

— = zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

™ • • | • • 

•  ••••  G l i c o se C e l o b i o s e 

C e l o - o l i g o s s a c a r i d e o s 

C^D En d o g l i c a n a se ^ x > , Exog l i c a n a se 
( C EH I )  

£3 B - g l i c osi d a se Exog l i c a n a se 
v ( C B H I I )  
•  Ext r e m i d a d e _ Ext re n i i c l a de 

n a o- r e d u t or a ™ r e d u t or a 

Fonte: Meio (2010). 
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As endoglicanases hidrolisam as cadeias de celulose de modo aleatorio, clivam 

ligacoes glicosidicas internas da celulose liberando oligossacarideos de varios comprimentos 

e, consequentemente, novas cadeias finais. Essas enzimas hidrolisam a celulose amorfa e 

celuloses modificadas quimicamente (soluveis), como a carboximetilcelulose (CMC). A 

celulose cristalina e menos hidrolisada devido ao maior grau de organizacao molecular que 

apresenta. As regioes de menor organizacao estrutural sao facilmente atacadas, pois possuem 

cadeias que nao estao envolvidas em interacoes de hidrogenio intermoleculares tao fortes 

quanto as que ocorrem nas regioes cristalinas, levando, consequentemente, a uma maior 

exposicao das ligacoes glicosidicas mais internas das cadeias de celulose (MARTINS, 2005). 

As exoglucanases ou celobiohidrolases (CBH) atuam nas extremidades redutoras 

(CBH I) e nas extremidades nao redutoras (CBH II) da cadeia de celulose, produzindo 

majoritariamente celobiose (OYEKOLA et al., 2007). Essas enzimas nao atuam sobre 

celulose soluvel por haver um impedimento estereoquimico causado pelos grupos 

substituintes como carboximetilico (CMC). As exoglucanases atuam sobre celulose cristalina, 

produzindo uma reducao lenta e gradual do seu grau de polimerizacao. Assim, ensaios de 

atividade sobre CMC sao caracteristicos para endoglicanases, enquanto que a atividade contra 

celulose microcristalina (Avicel ®) caracteriza as celobiohidrolases, tornando possivel a 

diferenciacao entre as enzimas (MARTINS, 2005). 

AszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA P-glicosidades, tambem denominadas celobiases, possuem a funcao de desdobrar a 

celobiose gerada pelas endoglicanases e celobiohidrolases em glicose. Estritamente falando, 

p-glicosidades nao sao celulases legitimas, uma vez que elas agem sobre substratos soluveis, 

mais sua contribuicao e muito importante para eficiencia da hidrolise da celulose e remocao 

da celobiose do meio reacional (MEDVE, 1997). A atividade das p-glicosidades pode ser 

determinada usando celobiose, a qual nao e hidrolisada por endoglicanases nem 

exoglucanases (GHOSE, 1987). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

2.3.2 Microrganismos produtores de celulases 

Na natureza, existe uma grande variedade de microrganismos que produzem celulases, 

mas apenas alguns sao conhecidos como verdadeiros celuloliticos, isto e, sao capazes de 

degradar a celulose natural (ROBSON e CHAMBLISS, 1989). 
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A producao de celulases por acao microbiana tem sido foco de muitos estudos com 

objetivo de estabelecer as melhores condicoes para a producao dessas enzimas. Nesse 

processo de producao de enzima, um microrganismo e utilizado como agente metabolizador 

de fontes de carbono presentes em um meio de cultivo, ou substrato, de forma que as enzimas 

sao sintetizadas e excretadas. Uma vasta gama de microrganismos tem sido estudada 

extensivamente de forma a tornar o processo de enzima viavel (TAVARES, 2009). 

Segundo Lynd et al. (2001) e Desvaux (2005), algumas especies de bacterias sao 

decompositoras da celulose, dentre as aerobias produtoras de celulases, estao as dos generos 

Cellulomonas, especies de Bacillus, como Bacillus subtilis, Bacillus polymyxa, Bacillus 

brevis, Bacillus licheniformis e Bacillus cereus. Entre as anaerobias estao os generos 

Acetovibrio, Clostridium, Ruminococcus, capazes de formar celulossomos (complexo 

multienzimatico que possui celulases que atuam de modo agrupado). 

Ainda conforme Lynd et al. (2001) os fungos ocupam papel fundamental na 

degradacao de biopolimeros de celulose e hemiceluloses sendo por isso, essenciais para a 

producao de complexos enzimaticos. 

Para Nordisk (1996) e Menezes (1997) os fungos sao os mais importantes 

microrganismos utilizados pela industria na producao de enzimas. As especies de fungos 

produtores de celulases mais estudadas sao Trichoderma reesei, Penicillium pinophilum, 

Humicola insolens, Trichoderma koningii, Trichoderma lignorum, Penicillium funiculosum, 

Penicillium iriensis, Fusarium solani, Myrothecium cerrucaria, Sporothichum sp., 

Chaetomium, Aspergillus niger e tambem os generos como Schizophyllumm sp., Chaetomium 

sp. e Humicola sp. Tais fungos excretam celulases de alta atividade no meio de cultura 

(RABELO, 2007; AGUIAR e MENEZES, 2000). 

2.3.2.1 O genero Trichoderma 

O genero Trichoderma foi descrito por Persson ha mais de 200 anos atras (RIFAI, 1969) 

e consiste de fungos anamorficos que habitam principalmente o solo, materia organica e 

arvores em decomposicao (GAMS e BISSET, 1998). Especies de Trichodermas estao dentre 

os fungos mais comumentes distribuidos na natureza e podem ser encontrados em 

ecossistemas que variam desde a tundra ate a tropical (SAMUELS, 1996). Essa capacidade de 

sobrevivencia em regioes tao diferentes pode ser atribuida a sua capacidade metabolica 

diversificada e sua agressividade natural competitiva (KLEIN e EVELEIGH, 1998). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Isolados de Trichoderma podem ser reconhecidos por suas caracteristicas, tais como 

rapido crescimento em cultura, producao de numerosos esporos (conidios), os quais 

comumentes sao verdes e micelio aereo (BISSET, 1991). Apesar de suas caracteristicas 

macroscopicas serem facilmente reconhecidas, este genero carece de um conceito de especie 

mais definido, em virtude de variacoes dentre e entre grupos de especies (RIFAI, 1969). 

Trichoderma sp. possuem um grande numero de mecanismos para sobrevivencia e 

proliferacao incluindo ataque flsico a outros fungos e degradacao e utilizacao de carboidratos 

complexos (HARMAN, 2004). Devido a essas carateristicas esses fungos sao de grande 

interesse economico e sao usados em aplicacoes comerciais. Trichoderma reesei e 

economicamente um importante produtor de celulases e hemicelulases e tambem e usado para 

producao heterologa de proteinas (KUBICEK e PENTTLILA, 1998). 

Segundo Ahamed e Vermette (2008), a celulase produzida por fungos filamentosos, 

Trichoderma reesei, e o sistema enzimatico mais eficiente para a hidrolise completa de 

substratos celulosicos em componentes monomericos de glicose, que e um acucar 

fermenticivel. Sendo a celulase uma enzima muito importante para o comercio, amplamente 

utilizada em alimentos, racao animal, textil, papel e celulose, a fermentacao de alcool e 

cereais, de processamento de amido, farmaceutico e as industrias de malte e cerveja. 

O sistema extracelular celulolitico do Trichoderma reesei e composto por 60-80% de 

celobiohidrolases ou exogluconases, 20-36%) de endoglicanases e 1% de p-glucosidases, os 

quais actuam em sinergia na conversao de celulose em glicose. A reacao sinergica ocorre 

como resultado da acao, sequencial cooperativa entre os tres componentes do complexo 

enzimatico, onde o produto de uma reacao enzimatica torna-se substrato para outra 

(AHAMED e VERMETTE, 2008). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

2.3.3 Fermentacao 

As celulases, normalmente, sao produzidas por duas metodologias de cultivo: em 

estado solido ou semi-solido e em cultivo submerse Muitas pesquisas sao conduzidas 

utilizando cultivo submerso, o qual permite o controle dos niveis de aeracao, pH e 

temperatura do meio, para o crescimento otimo do microrganismo. Contudo, a fermentacao 

em estado solido tem sido preferida na producao de enzimas lignoceluloliticas. Isto se explica zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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pelo grande numero de vantagens economicas e de processo, nos quais se destaca a natureza 

dos substratos utilizados como suporte e/ou fonte indutora na producao da enzima 

(FERREIRA, 2010). 

Segundo Holker et al. (2004) e Singhania et al. (2010) a fermentacao em estado solido 

e vantajosa, pois, alem de simular o habitat natural de microrganismos fungicos selvagens, 

apresenta maior produtividade dos extratos enzimaticos, menor susceptibilidade a inibicao e 

maior estabilidade das enzimas a variacoes de temperatura e pH. 

As denominacoes "fermentacao em estado solido", "fermentacao em substrato solido", 

"fermentacao em meio-solido" ou simplesmente "fermentacao semi-solida", consistem em um 

unico processo, que e definido como o processo no qual o microrganismo cresce sobre 

particulas da matriz solida (substrato ou material inerte), onde o conteudo de liquido 

(substrato ou meio umidificante) esta a um nivel de agua que assegura o crescimento e o 

metabolismo das celulas e nao exceda a maxima capacidade de ligacao da agua com a matriz 

solida (PANDEY et al., 2000). 

A produtividade enzimatica da fermentacao em estado solido, como todo processo 

biotecnologico, e definida pelo microrganismo e as condicoes de cultivo. Parametros como 

tipo e concentracao de fontes de carbono, nitrogenio e fosforo, pH, umidade, atividade de 

agua e temperatura representam variaveis operacionais determinantes no processo de 

fermentacao (SINGHANIA et al., 2010). O nivel de umidade varia de acordo com o 

ecossistema formado entre o microrganismo e o substrato. Baixos niveis de umidade levam a 

inibicao do crescimento microbiano e, consequentemente, a ineficiente utilizacao do 

substrato. Em contrapartida, o excesso de umidade resulta na diminuicao da porosidade, na 

baixa difusao de oxigenio e na reducao de trocas gasosas, que prejudicam a respiracao 

microbiana (HOLKER et al., 2004). 

Residuos lignocelulosicos disponiveis em abundancia podem ser excelentes materias-

primas para a producao enzimatica por fermentacao em estado semi-solido, eles podem ser 

devidamente moidos ou triturados para servir de fonte de nutrientes, principalmente de 

carbono, em uma fermentacao. 

Varios trabalhos foram desenvolvidos com objetivo de analisar a producao de 

celulases por fermentacao semi-solida por fungos cultivados em diferentes substratos 

lignocelulosicos. Na Tabela 2 constam alguns microrganismos produtores de celulases e os 

respectivos substratos utilizados nos processos de producao enzimatica. 
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Tabela 2 - Microrganismos produtores de celulases e respectivos substratos. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Autores Substrato Microrganismo 

(RODRIGUEZ-ZUNIG et al., 

2011) 

Bagaco de cana-de-acucar, 

farelo de soja, farelo de trigo 
Aspergillus niger 

(AMORIM, 2010) Bagaco do pedunculo do caju Trichoderma sp. 

(SUKUMARAN et al., 2009) Bagaco de cana-de-acucar 
Trichoderma reesei 

RUT C30 

(MEKALA et al., 2008) Bagaco de cana-de-acucar 
Trichoderma reesei 

RUT C30 

(GAO et al., 2008) Sabugo de milho Aspergillus terreus M l 

(JA'AFARU e FAGADE, 

2007) 
Espiga de milho e serragem Aspergillus niger 

(SILVA et al., 2005) Farelo de trigo 
Thermoascus 

aurantiacus Miehe 

(BAIG et al., 2004) Residuo de banana Trichoderma lignorum 

(LI et a l , 2004) Farelo de trigo 
Thichoderma koningi 

F244 

(DOGARIS et al., 2009) Bagaco de sorgo 
Fusarium oxysporum, 

Neurospora crassa 
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3. M A T E R I A L E METODOS zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3.1 LOCAL DE REALIZAQAO DO TRABALHO 

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Engenharia Bioquimica (LEB) da 

Unidade Academica de Engenharia Quimica da Universidade Federal de Campina Grande, 

em Campina Grande - Paraiba. 

3.2 MATERIA-PRIMA 

A materia-prima utilizada neste trabalho foi o bagaco do pedunculo do caju, o residuo 

agroindustrial foi cedido pela industria de producao de polpas de frutas, FRUTNAT, 

localizada na cidade de Campina Grande, Paraiba. 

3.2.1 Preparacao do bagaco do pedunculo do caju 

O residuo utilizado no estudo da producao das celulases deste trabalho passou pelo 

processo de lavagem com agua destilada ate que todos os solidos soluveis, presentes no 

bagaco, remanescentes do processo de beneficiamento industrial do caju fossem removidos, o 

que avaliado por meio da analise de solidos soluveis (°Brix) do lixiviado do processo de 

lavagem. 

O processo de lavagem do residuo do caju teve como objetivo remover os acucares 

contidos no substrato ja que a glicose em alta concentracao e um forte repressor na producao 

de celulases. 

O fluxograma (Figura 8) a seguir, mostra todo o processo de preparacao do bagaco de 

pedunculo caju para armazenamento e posterior uso nas fermentacoes. 
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Figura 8 - Fluxograma de preparacao do bagaco de pedunculo do caju. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Recepcao zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBACongelament o 

Sec a gem zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

• Massa constante 

Trit uracao 

Caracterizacao 

Armazenament o 

Como observado na Figura 8 o residuo, apos lavagem, foi seco em secador de leito fixo 

a uma temperatura de 55°C e com uma velocidade de secagem de aproximadamente 1 m/s ate 

atingir massa constante, processo este que durou aproximadamente 4 horas. Apos atingir 

massa constante, o residuo foi colocado em embalagem de vidro hermeticamente fechado e 

triturado em moinho de facas da marca MARCONI, para obtencao da granulometria 

necessaria. 

O bagaco do pedunculo do caju lavado, triturado e seco a 55°C foi homogeneizado, e 

submetido ao quarteamento para obtencao da amostra representativa para caracterizacao 

fisico-quimica do residuo. Todo residuo foi armazenado em embalagem hermeticamente 

fechada a temperatura ambiente, ate o momento de ser utilizado. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3.3 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DO BAGACO DO PEDUNCULO DO CAJU 

A caracterizacao fisico-quimica do bagaco do caju foi realizada avaliando-se a 

granulometria, densidade aparente, densidade real, porosidade, umidade, pH, cinzas, solidos 

soluveis, acucares redutores e redutores totais, lignina, celulose e extrativos, de acordo com as 

metodologias descritas a seguir. As analises foram realizadas em triplicata. 
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3.3.1 Teor de umidade zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Para determinacao da umidade do material foram colocados recipientes metalicos 

(latinhas de aluminio) na estufa a 105 °C por 24 h e transferidos para um dessecador, onde 

permaneceram por 20 a 30 min para serem esfriados. Apos esse periodo, pesou-se ±0,1 mg do 

material, levando o conjunto, amostra e recipiente, para a estufa sob as mesmas condicoes de 

temperatura e tempo. Em seguida, retirou-se da estufa o conjunto e foram levados 

imediatamente para o dessecador, por 20 a 30 minutos, pesando depois de esfriados e 

obtendo-se a massa seca da amostra (AOAC, 1975). Para o calculo do teor de umidade, em 

base umida, foi usada a formula a seguir: zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

UzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAB.U.(%) = 2 ^ x 100 (1) 

Em que: 

UB.U. - Umidade base umida 

m u - Massa umida 

m s - Massa seca 

3.3.2 Cinzas 

Para determinacao do teor de cinzas no bagaco do pedunculo do caju, colocaram-se 

cadinhos em mufla a 600°C por 30 minutos e, apos esse tempo, transferiu-se os cadinhos para 

um dessecador, por 30 minutos, para esfriar e, posteriormente pesar, obtendo-se a tara. Pesou-

se 2 g ± 0,1 mg do material em cadinhos, e em seguida, foram levados para a chapa eletrica 

para fazer pre-queima, retirando-se apenas quando cessou a fumaca, para facilitar a 

combustao na mufla. Dando prosseguimento, levaram-se os cadinhos para a mufla, ate atingir 

600°C, prolongando-se por mais 2 horas, apos as quais, foram retirados e transferidos para um 

dessecador, por 30 minutos, para esfriar e proceder a pesagem. (AOAC, 1975). O calculo foi 

feito, utilizando-se a seguinte formula: 
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C z (%) = m c z "
m c a d x 100 

m A 

Em que: 

Cz - Cinzas 

m c z - Massa do cadinho + cinza 

mcad - Mass do cadinho zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

mA - Massa da amostra, em grama zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3.3.3 Granulometria 

O perfil granulometrico do bagaco de caju, lavado, foi determinado pesando 50 g do 

bagaco em uma balanca analitica, e transferindo para um agitador de peneiras PRODUTEST 

na velocidade de agitacao de 50 rpm por treze minutos, em jogo constituido por sete peneiras, 

seguindo as recomendacoes da NBR 7181 da ABNT (ABNT, 1984): 14 mesh (1,180 mm), 20 

mesh (0,850 mm), 24 mesh (0,710 mm), 35 mesh (0,425 mm), 42mesh (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 relacao ao peso da amostra analisada. 

3.3.4 Densidade aparente 

A densidade aparente do material foi determinada seguindo a metodologia descrita em 

Brasil (2005), na qual foram pesados 100 g (m A) do material e em seguida colocados em uma 

proveta, sem que houvesse compactacao, para determinar o volume ocupado (V). O valor da 

densidade aparente foi obtido seguindo a Equacao 3. 

Em que: 

DA - Densidade Aparente 

(2) 
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3.3.5 Densidade real zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

A densidade real do bagaco de caju, lavado, foi determinada a partir da relacao entre a 

massa e o volume ocupado pela amostra, atraves do deslocamento de um fluido de volume 

conhecido, que nesse caso foi o oleo de cozinha. Inicialmente colocou-se o oleo em uma 

proveta e mediu-se o volume ocupado (Vi), em seguida adicionou-se uma massa conhecida 

do bagacozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (mA)  e esperou-se que a mesma se depositasse totalmente no fundo da proveta. Por 

fim, mediu-se novamente o volume indicado na provetazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (V2), e o volume real do material em 

analise foi determinado pela diferenca dos volumes (V2 - Vi) (BRASIL, 2005). O calculo da 

densidade real foi determinada pela Equacao 4. 

Em que: 

DR - Densidade Real 

3.3.6 Porosidade 

A porosidade do material foi determinada seguindo a metodologia descrita por Keey 

(1991), como mostrado na Equacao 5. 

DR (g/cm zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
r"A(g) 

(4) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
CV2-Vi)(cm') 

(5) 

Em que: 

P - Porosidade 

DA - Densidade Aparente 

DR - Densidade Real 
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3.3.7 pH zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

0 pH do bagaco de caju, lavado, foi determinado seguindo a metodologia descrita em 

Brasil (2005), na qual foi preparada uma suspensao de 2 g de amostra com 20 mL de agua 

destilada. Apos a completa homogeneizacao a suspensao foi deixada em repouso por 30 

minutos e em seguida o pH foi medido diretamente em um potenciometro digital. 

3.3.8 Solidos soluveis (°brix) 

O teor de solidos soluveis contidos no bagaco de caju, lavado, foi determinado seguindo 

a metodologia descrita em Brasil (2005), na qual 1 g da amostra foi misturada a um volume 

de agua destilada (zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAFzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAD) que fornecesse uma leitura que estivesse dentro de uma faixa linear. 

Apos completa homogeneizacao, a suspensao foi deixada em repouso por 30 minutos e 

filtrada em gaze e algodao. Por fim, foi realizada a leitura de solidos soluveis (°Brix) em um 

refratometro de Abbe e o teor de solidos soluveis do material em analise foi determinado 

multiplicando a leitura do equipamento pelo fator de diluicao, seguindo a Equacao 6. 

°Brix = Leitura (%) x F D (6) 

3.3.9 Acucares redutores 

A concentracao de acucares redutores foi determinada seguindo a metodologia descrita 

por Miller (1959), com algumas adaptacoes, a qual se baseia na reducao do acido 3,5 

dinitrosalicilico (DNS) a 3-amino-5-nitrosalicilico, simultaneamente com a oxidacao do grupo 

aldeido do acucar a grupo carboxilico. 

Para o desenvolvimento da metodologia foi pesada uma massa da amostra (mA) em 

balanca analitica e adicionado um volume de agua destilada (V A ) de forma que a absorbancia 

lida no espectrofotometro estivesse dentro da curva de calibracao para que a concentracao de 

acucares redutores e redutores totais pudesse ser calculada com base no fator de conversao 

(Fc) da curva de calibracao realizada previamente. 
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Para a determinacao dos acucares redutores, 1 mL do extrato de acucares foi colocado 

em um tubo de ensaio com 1 mL do DNS e levados a fervura em banho maria por exatos 5 

minutos. Em seguida, o tubo de ensaio foi resfriado em agua fria e adicionou-se 8 mL de agua 

destilada. A leitura da absorbancia da amostra foi entao realizada em um espectrofotometro 

UV-Vis em um comprimento de onda de 540 nm, previamente zerado com uma amostra em 

branco que foi submetida ao mesmo procedimento, mas ao inves de 1 mL de extrato de 

acucares, foi utilizado 1 mL de agua destilada que foi o fluido utilizado na extracao dos 

acucares presentes na amostra a ser analisada. 

Os resultados de acucares redutores foram expressos em gramas de acucares redutores 

por grama de amostra analisada, seguindo a Equacao 7. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

, p A D , v A b s x F c x l 0 x V A 

AR ( / g A )
 =

 m A ; i 0 0 Q (7) 

Onde: 

Abs - Absorbancia 

Fc - Fator de conversao 

V A - Volume de agua destilada 

m A - massa da amostra 

3.3.10 Celulose 

0 teor de celulose contido no bagaco de caju, lavado, foi determinado conforme a 

metodologia descrita por Xu et al. (2006). Para o desenvolvimento da metodologia, isolou-se 

a celulose do bagaco utilizando-se uma mistura de acido acetico a 80% com acido nitrico a 

70% na proporcao de 10:1 (v/v). A amostra foi incubada a 110 a 120°C em manta aquecedora 

em agitacao. Apos 20 minutos foi adicionada agua destilada e o sistema continuou em 

agitacao por um curto periodo de tempo para assim ocorrer uma melhor filtracao. Em seguida 

o sistema foi deixado em repouso para resfriamento e sedimentacao do residuo insoluvel, que 

foi filtrado em um cadinho de Gush com kitassato acoplado a uma bomba a vacuo, sempre 

lavando o precipitado com agua destilada. Por fim, o residuo foi seco em estufa a 60 °C por 

um periodo de 24 horas. O teor de celulose foi calculado com base na Equacao 8. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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%C = ^ x 100 (8) 

Onde: 

C - Celulose 

m s - massa seca, g 

mi - massa inicial da amostra, g zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3.3.11 Extrativos 

O teor de extrativos foi determinado seguindo o metodo TAPPI T 204 cm-07 (TAPPI, 

2010). Para determinacao dos extrativos, foi pesada uma amostra de 10 g do bagaco do 

pedunculo do caju seco, em seguida a amostra foi submetida a extracao com sistema solvente 

(ciclo-hexano:etanol 2:1) em aparelho tipo Soxhlet, acondicionadas as amostras em cartucho 

confeccionado por papel de filtro quantitative previamente tarado, por 8 horas. Apos este 

tempo os solventes foram removidos, e os residuos obtidos no cartucho foram secos em estufa 

a 105°C ate massa constante, para a determinacao do teor de extrativos totais. A porcentagem 

de extrativos foi determinada com base na diferenca de massa conforme a Equacao 9. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

% E X = zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAm j - m f x 100 (9) 

Onde: 

EX - Extrativos 

mj - massa inicial, g 

nif - massa final, g 
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3.3.12 Proteina Bruta zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Para determinacao da proteina bruta utilizou-se o metodo semi-micro Kjeldahl 

adaptado para nitrogenio por espectrofotometria para determinacao da concentracao de 

proteina bruta do bagaco do pedunculo do caju (LE POIDEVIN e ROBINSON, 1964). Em 

um tubo de ensaio adicionou-se 0,1 g da amostra, 50 mg de sulfato de sodio, 7 a 10 gotas de 

sulfato de cobre a 5% e 5 mL de acido sulfurico. A seguir foi feita uma pre-digestao a frio por 

aproximadamente 12 horas. Em bloco digestor aqueceu-se a amostra aumentando a 

temperatura e 50 °C por hora ate alcancar 350 °C. Retirou-se a amostra do bloco digestor 

quando esta apresentou coloracao verde clara, indicando que toda a materia organica havia 

sido digerida. A amostra fria, foi transferida para um balao volumetrico de 100 mL. Fez-se a 

afericao. Com isso, obteve-se o Extrato 1. Colocou-se 1 mL do Extrato 1 em um balao 

volumetrico de 50 mL. Acrescentou-se 1 mL de hidroxido de sodio 10%, 1 mL de 

silicato de sodio 20%, 2 mL do reativo de Nessler e aferiu-se com agua destilada. 

Deixou-se em repouso por 30 min. As leituras foram feitas em espectrofotometro com 

comprimento de onda igual a 410 nm. Em paralelo foi feita a curva padrao do nitrogenio a 

partir de uma solucao de sulfato de amonia 10 ppm. A porcentagem de proteina bruta foi 

obtida atraves da Equacao 10. 

% PB = Abs x F x 6,25 (10) 

Em que: 

Abs - Absorbancia 

F - fator da curva de calibracao 

6,25 - fator de conversao 

Simone Aparecida da Silva Lins zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

41 



3. Material e Metodos zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3.4 PRODUCAO DAS CELULASES zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3.4.1 Planejamento experimental 

Fez-se estudo da producao de celulases por fermentacao semi-solida atraves de um 

planejamento experimental. Foi realizado um planejamento fatorial 2
2 com quadruplicata no 

ponto central, totalizando 8 ensaios, sendo estes realizados de forma aleatoria, para avaliar a 

umidade inicial do meio (Ui) e a fonte de nitrogenio (sulfato de amonio), para verificacao das 

variaveis mais significativas para o processo. 

Os valores adotados para as variaveis foram baseados nos valores estudados por 

Amorim (2010), que avaliou a influencia da concentracao da fonte de nitrogenio e da umidade 

inicial sobre a producao de celulases em bagaco do pedunculo do caju, lavado, por 

fermentacao semi-solida utilizando o Trichoderma sp. 

O programa computacional Statistica TM (Versao 5.0, da Statsoft, Inc.) foi usado para 

calcular os efeitos principais das variaveis e suas interacoes, bem como dados relativos a 

Analise de variancia (ANOVA). A metodologia de superficie de resposta foi usada para 

fornecer um modelo matematico adequado para o processo. 

Os niveis utilizados e os ensaios experimentais deste planejamento estao apresentados 

nas Tabelas 3 e 4. 

Tabela 3 - Niveis do planejamento experimental 

Variavel -1 0 1 

U B .u.(%) 45,00 55,00 65,00 

N (%) 0,50 0,75 1,00 
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Tabela 4 - Matriz do planejamento experimental fatorial 2
2 com quatro repeticoes no ponto 

central zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Ensaio U B.U. (%) N (%) 

1 -1 (45,00) -1 (0,50) 

2 +1 (65,00) -1 (0,50) 

3 -1 (45,00) +1 (1,00) 

4 +1 (65,00) +1 (1,00) 

5 0 (55,00) 0 (0,75) 

6 0 (55,00) 0 (0,75) 

7 0 (55,00) 0 (0,75) 

8 0 (55,00) 0 (0,75) 

3.4.2 Microrganismo 

Foi utilizado o fungo lignocelulolitico Trichoderma reesei LCB 48, presente no estoque 

de culturas da Embrapa Semiarido, localizada em Petrolina, Pernambuco. O Trichoderma 

reesei LCB 48 foi mantido em tubos tipo eppendorf em blocos de agar de 4-6 mm
3, na 

presenca agua destilada, e estocados a temperatura de 8 °C (CASTELLANI, 1939). A 

conservacao de fungos em frascos com agua destilada esteril e de facil manejo, 

armazenamento e transporte, alem de mais economica do que o metodo tradicional de 

repiques sucessivos. Esse metodo mantem a atividade enzimatica natural dos fungos, ja que a 

constante repicagem dos fungos em diferentes meios pode resultar em uma alteracao genetica 

e/ou enzimatica. Diogo et al. (2005), ao estudar a preservacao de fungos em agua destilada, 

observou que a preservacao das cepas pelo metodo possibilitou, em 12 meses, a manutencao 

da viabilidade e capacidade de esporulacao de diversos fungos. 

3.4.2.1 Repique do Trichoderma reesei LCB 48 

A partir do tubo tipo eppendorf contendo o fungo em agua destilada, foi realizado o 

primeiro repique. Para tal, foram retiradas algumas gotas da suspensao de esporos do 

eppendorf e em seguida transferidas para placas de petri contendo meio basico formulado pelo zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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laboratorio do CTAA (Embrapa Agroindustria de Alimentos). Neste meio a pectina e a unica 

fonte de carbono, como mostrado na Tabela 5. 

Tabela 5 - Composicao quimica do meio de cultura zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Componentes (P.A.) Concentracao (g/L) 

Pectina citrica 10,00 

NaN0 3 3,00 

KH 2 P0 4 1,00 

MgS0 4 0,50 

KC1 0,50 

FeS0 4.7H 20 0,01 

Agar-agar 20,00 

Agua destilada q. s. p.* 

(*) q.s.p.= quantidade suficiente para. Fonte: Couri, (1993). 

Apos inocular o Trichoderma reesei LCB 48 em placas de petri, as mesmas foram 

incubadasa 28°C por um periodo de 10 a 12 dias ou tempo necessario para que as placas 

fossem totalmente cobertas por esporos (Figura 9). 

Figura 9 - Placa de petri com meio basico contendo o microrganismo Trichoderma reesei 

LCB 48, apos periodo em estufa a 28°C. 

A partir do repique em placas de petri, foi realizado o repique em arroz. Este meio de 

cultura foi preparado segundo protocolo da EMBRAPA/CPATSA. Para o preparo do arroz foi 

utilizado um becker de 1000 mL, no qual foi adicionado aproximadamente 300 g de arroz 

comercial e agua destilada numa quantidade suficiente para cobrir o arroz. Deixou-se o arroz 

imerso na agua por aproximadamente 30 minutos, e com auxilio de peneira foi retirado o zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

44 

Simone Aparecida da Silva Lins 



3. Material e Metodos zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

excesso de agua. Erlenmeyers de 250 mL, contendo 15 g de arroz previamente umedecidos 

foram autoclavados por 15 minutos a 121 °C. Apos resfriamento o arroz umedecido e esteril 

foi inoculado. 

O arroz foi usado como substrato devido o fungo poder crescer em uma superficie maior 

e que consequentemente aumentar sua esporulacao. Chavez (2006), estudando a otimizacao 

da producao de esporos do fungo Trichoderma, empregando diferentes substratos como arroz, 

aveia, soja, trigo, cevada entre outros, obteve como melhor substrato o arroz (umedecido em 

agua destilada), tal substrato proporcionou melhor recuperacao dos conidios (45x10*
8 

conidios/mL) e pureza estimada de 92,1%. 

Para preparo do inoculo, foi adicionado a cada placa de Petri com microrganismo 

Trichoderma reesei LCB 48, entre 5 e 8 mL de espessante (Tween 80 a 0,3%) e, com o 

auxilio da alca de platina, foi feito o desprendimentodos esporos contidos no meio de cultivo 

deixando a suspensao homogenea. Com o auxilio de um pipetador, inoculou-se 1 mL de 

suspensao de esporos em cada erlenmeyer contendo arroz previamente autoclavado e 

homogeneizado. Em seguida, os erlenmeyers de 250 mL foram incubados a 28 °C por periodo 

de 10 a 15 dias, ate que todo o arroz estivesse coberto de esporos (Figura 10). Apos o periodo 

de cultivo do microrganismo, os erlenmeyers foram mantidos sob refrigeracao por periodo 

maximo de ate 3 meses e utilizados como inoculos nos ensaios de fermentacao. 

Simone Aparecida da Silva Lins zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

45 



3. Material e Metodos zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3.4.3 Processo fermentativo zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3.4.3.1 Inoculo do Trichoderma reesei LCB 48 

O preparo do inoculo para as fermentacoes foi realizado adicionando-se 40 mL de uma 

solucao de Tween 80 a 0,3% (v/v) nos erlenmeyers contendo o arroz com esporos. Apos, 

agitacao, os esporos foram transferidos para bequer esteril com auxilio de gaze e algodao 

esteril para a contagem. A quantificacao da suspensao obtida foi feita atraves de contagem de 

esporos em Camara de Neubauer espelhada. 0 volume da suspensao de esporos adicionado ao 

meio de fermentacao foi ajustado de modo a se ter um inoculo de 10
7 esporos por grama de 

meio. 

3.4.3.2 Fermentacao 

Em erlenmeyers de 250 mL contendo 10 g de bagaco do pedunculo de caju, lavado, 

agua destilada para obtencao da umidade inicial, fonte de nitrogenio necessaria para os niveis 

descritos na Tabela 3 e 4, foram autoclavados. Apos resfriamento o substrato foi inoculado 

com suspensao de esporos de T. reesei. As suspensoes foram ajustadas para conter 10
7esporos 

por grama de substrato. Os erlenmeyers foram incubados por um periodo de 238 horas em 

estufa a 28°C (Figura 11), sendo esta a temperatura favoravel ao desenvolvimento do 

microrganismo. Em intervalos regulares foram retiradas as amostras do processo, sendo os 

tempos de 0, 18, 27, 48, 70, 94, 118, 142, 166, 190, 214 e 238 horas, determinou-se a 

umidade (base umida), pH, acucares redutores e atividade enzimatica expressa em 

carboximetilcelulase. 
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Figura 11 - Fermentacao semi-solida em bagaco do pedunculo do caju utilizando o 

Trichoderma reesei LCB 48. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3.4.4 Extracao das enzimas 

A extracao do complexo enzimatico foi realizada segundo o procedimento descrito por 

Portela (2011): 10 g do meio fermentado foi incubado com 75 mL de tampao acetato de sodio 

50 mM, pH 5,0, na temperatura de 28°C, velocidade de agitacao de 150 rpm, por 30 minutos, 

em incubadora shake da marca MARCONI. A amostra foi filtrada emgaze e algodao, ambos 

estereis, para remocao dos esporos. O extrato enzimatico foi utilizado para a determinacao da 

atividade enzimatica expressa em carboximetilcelulase. 

3.4.5Determinacao da atividade enzimatica 

A atividade celulolitica analisada neste trabalho foi de endoglicanases, tambem 

chamadas de carboximetilcelulases (CMCase), seguindo o procedimento descrito em Menezes 

(2009), que se baseia na capacidade do extrato enzimatico em liberar acucares redutores na 

presenca de carboximetilcelulose devido a hidrolise da fonte de celulose em glicose. 

Para a analise, foi colocado em um tubo de ensaio 1 mL do extrato enzimatico com 1 

mL de uma solucao de carboximetilcelulose a 1% (m/v), preparada em tampao acetato de 

sodio 50 mM e pH 5,0, a uma temperatura de 50°C por exatos 60 minutos. Apos esse tempo, 

foi retirado 1 mL do tubo de ensaio e colocado em outro tubo de ensaio com 1 mL DNS para 

determinar a concentracao de acucares redutores que seguiu semelhantemente a metodologia 
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de Miller (1959) como descrita na caracterizacao fisico-quimica do bagaco do caju lavado e 

sem lavar. Uma amostra em branco foi realizada para cada analise, e ao inves de colocar 1 mL 

do extrato enzimatico com 1 mL da solucao de carboximetilcelulose, colocou-se 1 mL do 

extrato enzimatico com 1 mL de tampao acetato de sodio 50 mM e pH 5,0. Dessa forma, 

determinou-se a concentracao de acucares redutores do extrato enzimatico sem a presenca da 

carboximetilcelulose (AR semzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA CMC) e a concentracao de acucares redutores do extrato 

enzimatico apos incubacao com a fonte de celulose (ARzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA com  CMC)-

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

capaz de liberar 1 umol de glicose, por minuto, a 50°C e, neste trabalho, a atividade 

enzimatica foi expressa U/g, a qual foi calculada seguindo a Equacao 11. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

r * * r rll i \ ARLiberad0 x 10
6

 (ARComCMC — ARSemCMC) x 10
6 
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4.1 CARACTERIZAgAO FISICO-QUIMICA 

A caracterizacao foi realizada visando conhecer a composicao quimica do bagaco do 

caju com relacao aos nutrientes presentes no residuo, ja que o mesmo foi utilizado como 

substrato durante o processo de fermentacao semi-solida para a producao das celulases. 

A Tabela 6 apresenta os resultados das analises fisico-quimicas realizadas no bagaco do 

pedunculo do caju, lavado e seco em secador de leito fixo a temperatura de 55°C. 

Tabela 6 - Valores medios e desvio padrao dos parametros analisados na caracterizacao fisico-

quimica do bagaco do pedunculo do caju, lavado, seco a 55°C 

Parametros Valores 

Densidade aparente (g/cm
3) 0,42±0,00 

Densidade real (g/cm
3) 1,36±0,00 

Porosidade 0,69±0,00 

pH 5,45±0,01 

Solidos soluveis (°Brix) 0,00±0,00 

AR (%) 0,21±0,00 

Umidade (b.u.) (%) 7,02±0,03 

Cinzas (%) 1,31±0,01 

Extrativos (%) 7,60±0,33 

Celulose (%) 32,37±0,50 

Proteina bruta (%) 12,50±0,83 

A umidade obtida a partir do residuo do bagaco do pedunculo do caju foi de 7,02%. 

Valor esse que corrobora com Amorim (2010), que em estudos de producao de celulase em 

fermentacao semi-solida, encontrou umidade de 7,37% para bagaco de caju lavado in natura. 

Resultado semelhante tambem foi encontrado por Campos (2011), em bagaco de pedunculo 

do caju in natura, o qual foi de 7,28%. 

49 

Simone Aparecida da Silva Lins 



4. Resultados e Discussdo zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

O teor de umidade do meio de cultivo e um dos principals parametros que influencia a 

fermentacao em estado semi-solido, uma vez que tern a funcao da atividade de agua. Sendo 

assim existe uma necessidade de umidificar esse substrato para que o microrganismo se 

desenvolva nesse substrato. Em tratando-se de fungo filamentoso a atividade de agua minima 

necessaria e de aproximadamente 0,7. Amorim (2010) observou que a partir de 20% de 

umidade em base seca, o que corresponde a 8% de umidade em base umida, a mesma e 

suficiente para o crescimento do microrganismo. 

Um substrato devidamente umedecido deve possuir um filme superficial de agua 

visando facilitar a dissolucao e a transferencia de nutrientes e de oxigenio. Porem, entre as 

particulas de substrato deve haver canais que possibilitem a difusao dos gases e a dissipacao 

de calor. Assim, se o nivel de umidade for elevado, implicara no decrescimo da porosidade do 

meio, resultando na diminuicao de trocas gasosas e o aumento da temperatura interna do meio 

fermentado (PARIS, 2008). 

Foi observado um pH de 5,45 para o bagaco do pedunculo do caju lavado, valor 

superior aos encontrados por Brandao et al. (2003) e por Alves et al. (2011) em bagaco de 

pedunculo do caju sem lavar e seco o qual foi 4,23. O fato do pH ser mais elevado neste 

trabalho, deve-se ao processo de lavagem do bagaco do pedunculo do caju, o qual resultou na 

retirada dos acidos presentes no bagaco in natura. Fato esse que tambem foi observado por 

Amorim (2010) que obteve para o bagaco do caju lavado e sem lavar valores de pH de 4,84 e 

3,94, respectivamente. Segundo Papavizas (1985), em geral o fungo Trichoderma e 

favorecido por valores mais baixos de pH, ou seja, pH acido. 

O solido soluvel encontrado por Amorim (2010), em bagaco de caju lavado, foi de 0,0 

°Brix, valor igual ao do bagaco de caju lavado utilizado nesta pesquisa. Segundo Moraes 

(2011), os solidos soluveis contidos compreendem o total de solidos dissolvidos na agua, 

como por exemplo, acucares, sais, proteinas soluveis e acidos. Logo o teor de solidos soluveis 

apresentou esse valor em funcao das lavagens feitas no bagaco retirando praticamente todos 

os solidos soluveis contido no substrato. 

A porcentagem de extrativos presentes no bagaco de caju lavado (7,60%) e semelhante 

ao encontrados nas amostras de casca de arroz (6,1%) e palha de trigo (9,8%) (SILVA, 1997). 

No entanto, Amorim (2010) encontrou valores bem superiores trabalhando tambem com 

bagaco de caju lavado, 14,66% em media. O baixo teor de extrativos encontrados nesse 

trabalho possivelmente esta associado a eficiencia do processo de lavagem do caju, que 

proporcionou uma boa extracao de taninos, oleos essenciais, pectinas, compostos fenolicos e zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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acucares simples presentes no substrato, fato que e bom para o processo de fermentacao, ja 

que os extrativos tern efeito inibitorio no processo de conversao da biomassa (FENGEL e 

WEGENER, 1989). 

A lavagem do pedunculo do caju foi uma estrategia adotada no presente trabalho, para 

retirar do referido substrato substantias que poderiam reprimir a sintese enzimatica, como por 

exemplo, a glicose que apesar de em geral ser excelente fonte para o crescimento celular e 

reportada como repressora, quando em grande quantidade, para a producao de diversas 

enzimas, sendo uma delas a celulase (BON et al., 2008). 

A concentracao de acucares redutores (glicose e frutose) obtida para o bagaco do 

pedunculo do caju foi de aproximadamente 0,21%. Considerando-se que o substrato foi 

lavado, o resultado esta de acordo com o obtido por Amorim (2010), que foi de 0,31%. 

O percentual medio de celulose verificado neste estudo foi de 32,37%, valor esse que 

se mostra superior ao encontrado por Campos (2011) 22,95%, o qual trabalhou com bagaco 

de caju in natura. Porem o teor de extrativos do autor citado foi superior ao encontrado neste 

trabalho, sendo assim pode-se dizer que houve uma concentracao de celulose apos o processo 

de lavagem do material. O teor de celulose encontrado na biomassa estudada nesse trabalho se 

aproxima dos demais residuos agroindustriais, como o sabugo de milho com 31,7% (CRUZ et 

al., 2000), a palha de sorgo 34% (HERRERA et al., 2004) e a casca de aveia com 30,51% 

(FELIPE et al., 2003), os quais apresentaram teores de extrativos semelhantes ao reportados 

nesse trabalho. O percentual de celulose observado e importante ja que e o polissacarideo 

indutor para producao das celulases. 

Para proteina bruta do bagaco do pedunculo do caju foi obtido valor medio de 12,50% 

em media o qual foi semelhante ao encontrado por Alcantara (2008), em bagaco do pedunculo 

do caju seco (11,54%). Campos et al. (2005), ao caracterizar bagaco de caju tambem observou 

resultados bem proximos ao encontrados nesse trabalho, obtendo 10,74% de proteina bruta. 

Na Figura 11 encontra-se a distribuicao granulometrica do residuo do pedunculo do 

caju lavado. Observa-se que 95,75% do bagaco ficaram retidos nas peneiras de 20, 24 e 35 

mesh, o que corresponde aos tamanhos 0,850; 0,710 e 0,425 mm. 
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Figura 12 - Analise granulometrica do bagaco do pedunculo do caju, lavado, seco a 55°C. 
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A caracterizaclo flsica com relacao a morfologia do substrato e essencial, sobretudo, 

quanto ao tamanho e a porosidade, porque estas propriedades governam a area superficial 

acessivel ao microrganismo (SANTOS et al., 2005). 

Souza et al. (2010) em sua caracterizacao para producao de poligalacturonase por 

fermenta9ao semi-solida utilizando residuo do maracuja como substrato, encontraram valores 

semelhantes aos reportados nesse trabalho para a analise granulometrica, sendo estes 

proximos a 20, 24 e 35 mesh. 

A densidade aparente (0,42g/cm ) revela que os residuos tendem a nao se 

compactarem completamente, segundo Santos (2007), fator propicio ao desenvolvimento de 

microrganismo, visto que os espacos vazios criados pelo residuo sao suficientes para a 

circulacao de ar. 

A estrutura do substrato, sobretudo, tamanho e porosidade, determinam a area 

superficial acessivel ao microrganismo e a enzima. Particulas de tamanho reduzido oferecem 

maior area superficial ao ataque microbiana, mas ao mesmo tempo, tende a compactar-se 

facilmente. Neste caso, a respiracao e aeracao do sistema sao dificultadas(SANTOS, 2007). 

4.2 PROCESSO FERMENTATIVO 

Neste item sao apresentados e discutidos os resultados provenientes das cineticas do 

processo fermentativo semi-solido dozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA b a ga 9 0  do pedunculo do caju, bem como a avalia9ao zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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dos efeitos da umidade inicial e da fonte de nitrogenio inorganico na fermentacao para a 

producao de CMCase utilizando o Trichoderma reeseiLCB 48. Os niveis utilizados e os 

ensaios experimentais estao apresentados na secao 3.4.1. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4.3.1 Pert!I cinetico do processo de fermentacao semi-solida do bagaco do pedunculo do 

caju, lavado, seco a 55°C. 

Na Figura 13, observa-se o perfil do processo de producao de CMCase usando o bagaco 

do pedunculo do caju lavado como fonte de carbono incrementado com uma fonte de 

nitrogenio (0,50%) e uma umidade inicial (45% b.u.). 

Figura 13 - Perfil cinetico do processo de producao de CMCase por fermentacao semi-solida 

com Trichoderma reesei LCB 48 em bagaco de pedunculo do caju lavado, na umidade 45% e 

fonte de nitrogenio 0,5%. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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A partir da figura 13, observa-se a ocorrencia de atividade enzimatica ja com 24h de 

cultivo, porem, o maior pico de atividade enzimatica CMCase ocorre as 166 horas de 

fermentacao, atingindo 0,65 U/g (0,087 U/mL). Nota-se tambem que apos esse periodo houve 

um acumulo de AR no meio, sugerindo que os microrganismos, foram induzidos a produzir a 

enzima para que a celulose fosse hidrolisada a componentes fermentesciveis. 
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No initio do ensaio o pH do meio era de 4,77 havendo uma queda em 24 horas e apos 

esse periodo o mesmo apresenta-se constante. Essa queda do pH possivelmente esti 

relacionada a producao de acidos pelo Trichoderma reesei. O comportamento constante do 

pH no valor de 3,6 e caracteristico da producao de celulases produzidas por fungos 

filamentosos. Segundo Ferreira (2010), os valores otimos de pH para producao de celulases e 

na faixa acida (3,6 - 5,0), enquanto que bacterias chegam a produzir celulases altamente ativas 

em valores de pH alcalinos (SINGH, BATRA e SOBTI, 2001). 

Apos 142 horas de fermentacao a umidade do meio que se apresentava constantecomeca 

a cair, tendo-se ao final uma umidade de 28%. O teor de umidade do substrato exerce uma 

grande influencia sobre o desempenho de fermentacoes, entretanto, seu controle durante o 

processo e muito difi t i l . Viccini(2004), trabalhando com fermentacao solida usando fungos 

filamentosos em cineticas de 30 dias, observou em seus estudos a variacao na disponibilidade 

da agua, sendo que em todos os tratamentos o teor de umidade do substrato diminuiu ao longo 

da fermentacao. 

Os resultados dos parametros estudados no Ensaio 02 estao detalhados na Figura 14, 

onde pode-se ver o perfil do processo de producao de CMCase usando o bagaco do pedunculo 

do caju como fonte de carbono incrementado com uma fonte de nitrogenio (0,50%) e uma 

umidade inicial (65%). 

Figura 14 - Perfil cinetico do processo de producao de CMCase por fermentacao semi-solida 

com Trichoderma reesei LCB 48 em bagaco de pedunculo de caju lavado, na umidade 65% e 

fonte de nitrogenio 0,5%. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Observou-se que para uma umidade inicial do meio de 65% o microrganismo encontrou 

condicoes desfavoraveis para a producao de CMCase, visto que o pico de atividade 

enzimatica de CMCase obtido com 190 h foi de apenas 0,16 U/g (0,021U/mL). Atividade 

bem inferior ao encontrado no Ensaio Ol.Este teor de umidade mostrou ser um fator negativo 

na producao das celulases. Segundo Holker et al., (2004), o excesso de umidade resulta na 

diminuicao da porosidade, na baixa difusao de oxigenio e na reducao de trocas gasosas, que 

prejudicam a respiracao microbiana, afetando a producao do complexo enzimatico. Segundo 

Santos (2007), sugere que nesse caso o microrganismo encontra condicoes favoraveis ao seu 

crescimento se desenvolvendo sem a necessidade de producao de grandes quantidades de 

enzimas. Em condicoes desfavoraveis, como o Ensaio 01 no qual a umidade era bem inferior, 

ele foi obrigado a produzir enzimas para o seu desenvolvimento, uma caso tipico de producao 

de enzimas por inducao do substrato. 

Na Figura 15representa-se o processo de producao de CMCase e o perfil dos parametros 

estudados para o Ensaio 03, substrato bagaco do pedunculo do caju lavado foi incrementado 

com fonte de nitrogenio de 1 % e umidade inicial de 45%. 

Figura 15 - Perfil cinetico do processo de producao de CMCase por fermentacao semi-solida 

com Trichoderma reesei LCB 48 em bagaco de pedunculo de caju lavado, umidade inicial 

45% e fonte de nitrogenio de 1 %. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Neste ensaio, verifica-se que o pico de producao da enzima ocorreu em 118 horas com 

atividade de 0,65 U/g. Apos atingir o pico de atividade enzimatica, percebe-se um processo de 
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inibicao da enzima, e um novo pico de atividade (ainda maior) em 238 horas com atividade 

enzimatica de 0,71 U/g (0,095 U/mL). 

Comportamento semelhante foi encontrado por Amorim (2010), ao trabalhar com 

producao de celulase em bagaco de caju lavado usando o Trichoderma sp., a qual verificou 

pico de producao seguido de processo de inibicao da enzima. A autora sugere que essa 

diminuicao da atividade pode ser atribuida ao efeito cumulativo de oligossacarideos 

especialmente celobiose, um dimero de glicose, que e conhecido por inibir tanto 

endoglicanases como p-glicosidases. 

Ao compararmos com o Ensaio 02 com o Ensaio 01 verifica-se que o aumento da fonte 

de nitrogenio promoveu uma maior atividade de CMCase (0,65 - 0,71 U/g). Amorim (2010) 

tambem observou que uma maior atividade enzimatica foi atingida quando a adicao de fonte 

de nitrogenio foi de 1% obtendo um valor de atividade de 1,17 U/g, valor superior ao 

encontrado nesse trabalho. 

Em termos de produtividade houve uma sensivel queda de 0,004 U/g.h no Ensaio 01 

para 0,003 U/g.h no Ensaio 03. 

A Figura 16 apresenta o perfil cinetico dos parametros estudados no Ensaio 04, que 

foram desenvolvidos com 65% de umidade inicial e 1% de fonte de nitrogenio. 

Figura 16 - Perfil cinetico do processo de producao de CMCase por fermentacao semi-solida 

com Trichoderma reesei LCB 48 em bagaco de pedunculo de caju lavado, na umidade inicial 

65% e fonte de nitrogenio 1%. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Nos Ensaios 02 e 04 foram utilizados 65% de umidade inicial e percebeu-se que para 

essa condicao obteve-se uma maior atividade enzimatica quando a adicao de fonte de 

nitrogenio foi de 1% (Ensaio 04) com um valor de 0,37 U/g (0,05 U/mL). Este valor de 

atividade e superior ao citado por Rodriguez-Zunigaet al. (2011) para CMCase obtida em 72 h 

a partir de residuo de cana-de-acucar, 0,3 U/g, utilizando Aspergillus Niger. 

Visto que uma das finalidades era a reprodutibilidade dos dados, foram realizados 

ensaios em quadruplicata do ponto central, cujas condicoes eram: umidade de 55% e 

incremento de fonte de nitrogenio de 0,75%. A Figura 17 apresenta as cineticas dos processos 

para esses ensaios. 

Figura 17 - Perfil cinetico do processo de producao de CMCase por fermentacao semi-solida 

com Trichoderma reesei LCB 48 em bagaco de pedunculo de caju lavado, na umidade inicial 

55% e fonte de nitrogenio 0,75%) (Ponto Central). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Ao analisar os resultados do ponto central pode-se inferir que ao longo do processo 

fermentativo o pH, a umidade, a atividade expressa em CMCase e a concentracao de acucares 

redutores apresentaram em geral desvios-padroes aceitaveis. Ao trabalhar com processos 

biologicos e fungos filamentosos, por se tratarem de processos complexos, os erros minimos 

geram uma diferenca consideravel nos resultados. 

Apos 166 horas houve uma queda do teor de umidade, bem como uma maior 

variabilidade dos resultados. Doelle et al. (1992), afirmaram que variacao da disponibilidade 

de agua pode ser afetada pela acao dos microrganismos sobre o substrato, como pela oxidacSo 
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dos carboidratos que libera agua, e um aumento do calor liberado pelo processo metabolico 

capaz de elevar a temperatura do substrato, provocando um decrescimo no teor de umidade 

devido a evaporacao. Assim, tanto a evaporacao quanto a formacao de agua ocorrem em 

processos de fermentacao semi-solida, sendo que o aumento ou o decrescimo na 

disponibilidade refletira a diferenca na contribuicao relativa de cada processo. 

Na Figura 18 tem-se o comportamento cinetico das atividades expressas em CMCase 

de todos os ensaios do planejamento. 

Figura 18 - Comportamento cinetico das atividades expressas em CMCase de todos os ensaios 

do planejamento. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Analisando a Figura 18e possivel verificar que a maior atividade observada entre os 

ensaios realizados a partir do planejamento experimental foio Ensaio 03, com 45% de 

umidade e 1% de nitrogenio, o qual apresentou pico atividade enzimatica expressa em 

CMCase de 0,71 U/g (0,095 U/mL) em 238 horas de fermentacao. O valor encontrado neste 

trabalho foi semelhante aos reportados na literatura para CMCase obtida a partir de diversas 

fontes lignoceluloliticas. Guimaraes e Conrado (2011) ao estudar a producao de enzimas 

celuloliticas por fermentacao semi-solida em bagaco de caju deslignificado, obtiveram 

atividade de CMCase igual a 0,73 U/g usando o Trichoderma sp. Campos (2011) ao realizar 

fermentacao semi-solida com bagaco de caju para producao de celulases utilizando condicoes 

otimizadas com fungo filamentoso Trichoderma sp, obteve valores proximos de atividade 
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enzimatica expressa em CMCase, que foi 0,77 U/g. Lopes et al. (2008), estudando a producao 

de celulase por Trichoderma sp. T676 por fermentacao semi-solida com bagaco de cana-de-

acucar, encontraram uma atividade enzimatica de 0,042 U/mL em 72 horas de fermentacao. 

Mendoza (2009) obteve atividade da endoglicanase de 0,032 U/mL apos 9 dias de 

cultivo. Ja em seu trabalho Basso et al. (2010) apresentaram valor 0,5 U/mL ao trabalhar com 

bagaco de cana-de-acucar usando Trichoderma reesei QM9414, apos 15 dias de fermentacao. 

Amorim (2010), trabalhando com producao de celulases por fermentacao semi-solida em 

bagaco de caju lavado utilizando o Trichoderma sp., obteve sua maior atividade expressa em 

CMCase de 1,17 U/g (0,059 U/mL). 

Os Ensaios 01 e 03, com umidade de 45%, apresentaram maiores valores de atividade 

enzimatica expresso em CMCase, 0,65 e 0,71 U/g, respectivamente, mostrando que o menor 

teores de umidade proporcionaram aumento na producao de celulases. 

Segundo Murthy et al. (1993), o teor de umidade do substrato e um dos fatores que mais 

afetam o crescimento microbiano e a formacao de produto, pelo fato de determinar a 

quantidade de agua inicial disponivel para o microrganismo e por fazer com que o substrato se 

dilate, facilitando, a penetracao de micelio para a utilizacao do substrato. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4.3.2 Analise do processo fermentativo utilizando a metodologia de superficie de 

resposta. 

O processo fermentativo foi realizado avaliando a influencia de dois fatores da producao 

de enzimas CMCases, para tal foi adotada a metodologia de planejamento fatorial 2
2 com 

quatro repeticoes no ponto central. Foram avaliadas: umidade inicial e fonte de nitrogenio. Os 

valores definidos para os niveis minimos e maximos, bem como os pontos centrais referentes 

a cada variavel estao descritos na secao 3.4.1. Atraves do programa computacional Statistica 

TM (Versao 5.0, da Statsoft, Inc.) calculou-se os efeitos principals das variaveis e suas 

interacoes, bem como dados relativos a Analise de Variancia (ANOVA), usando o pico de 

atividade de cada ensaio. A metodologia de superficie de resposta foi usada para fornecer um 

modelo estatistico adequado para o processo. 

A Tabela 7 apresenta a atividade enzimatica maximas expressa em CMCase para cada 

ensaio do planejamento experimental. 
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Tabela 7 - Dados experimentais de atividade enzimatica e produtividade maxima para cada 

ensaio do planejamento. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Ensaio UzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA B.U. ( % ) N (%) CMCase (U/mL) CMCase (U/g) 

1 -1 (45,00) -1 (0,50) 0,087 0,65 

2 +1 (65,00) -1 (0,50) 0,021 0,16 

3 -1 (45,00) +1 (1,00) 0,095 0,71 

4 +1 (65,00) +1 (1,00) 0,049 0,37 

5 0 (55,00) 0 (0,75) 0,071 0,53 

6 0 (55,00) 0 (0,75) 0,060 0,45 

7 0 (55,00) 0 (0,75) 0,049 0,37 

8 0 (55,00) 0 (0,75) 0,055 0,41 

Ao analisar a Tabela 7, observa-se que os maiores valores de atividade enzimatica 

foram obtidos nos experimentos em que foi utilizado o nivel minimo para teor de umidade 

inicial (Ensaios 01 e 03). 

Com os dados da Tabela 7, obteve-se por regressao um modelo linear que apresenta 

estimativas com 95% de confianca. Este modelo de regressao dos dados experimentais, 

juntamente com valores codificados das variaveis independentes. Foi proposto para 

representar a atividade enzimatica CMCase em funcao da adicao de fonte de nitrogenio e de 

umidade inicial, e apresentado na Equacao 12 . 

CMCase (
U

/g) = 0,4523 - 0,208(7 + 0,068/V + 0.038UN (12) 

Como se pode observar na Tabela 8, o modelo apresentou regressao significativa ao 

nivel de 95% de confianca, com R
2

 igual a 0,924, evidenciando que o modelo explicou 92,4% 

da variacao dos dados experimentais. O coeficiente de determinacao (R
2) e uma medida da 

qualidade do ajustamento de regressao a nuvem de pontos, o qual pode ser expresso em 

percentual, multiplicando o resultado por 100. Quanto mais proximo de 100 estiver o R , 

melhor e o ajuste dos dados ao modelo. 

A Tabela 8 apresenta os dados da Analise de Variancia (ANOVA) para as atividades 

enzimaticas maximas expressas em CMCase. 
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Tabela 8 - Analise de variancia (ANOVA) para a atividade enzimatica CMCase. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Fonte de 

variacao 

Soma 

Quadratica 

Grau de 

Liberdade 

Media 

Quadratica 

Teste F 

Fca lc 
FtabzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA(3,4) Fc„|/F tab 

Regressao 0,1946 3 0,0649 15,122 6,59 2,29 

Residuo 0,0172 4 0,0043 

Total 0,2118 7 

R 2 0,924 

O valor do Fcalculado da regressao foi aproximadamente duas vezes maior que o 

Ftabelado. Segundo Box et al., (1978) sempre que essa relacao for maior que 1,00 a regressao 

e estatisticamente significativaAssim, pode-se dizer que os dados experimentais ajustaram-se 

ao modelo obtido e a analise de regressao foi estatisticamente significativa. 

A Figura 19 mostra o diagrama de pareto para analise da variavel dependente 

atividade enzimatica CMCase. 

Figura 19 - Diagrama de pareto para a analise da variavel dependente atividade enzimatica 

CMCase. 

-5,90194 

p=05 

Estimativa de efeitos (Vatof absolute) 
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Ao analisar a Figura 19, confirmou-se que a variavel que apresentou influencia 

significativa no aumento da producao de enzimas foi o teor de umidade inicial do substrato. E 

importante evidenciar que o erro experimental (erro puro) obedeceu a uma ordem de grandeza 

menor aos resultados experimentais, indicando a reprodutibilidade dos experimentos. 

Adicionalmente, a significancia estatistica apresentada pela curvatura indica que na faixa de 

valores avaliados o comportamento da resposta (atividade enzimatica CMCase) nao haveria 

necessidade de usar modelo quadratico. 

A Figura 20representa a superficie de resposta e as curvas de contorno para o pico da 

atividade CMCase em funcao da umidade inicial e do teor da fonte de nitrogenio, geradas 

atraves do modelo proposto (Equacao 12). 

Figura 20 - Superficie de resposta e curva de contorno em funcao da umidade inicial e da 

fonte de nitrogenio para o pico de atividade enzimatica CMCase. 

A superficie obtida e as curvas de contorno confirmam a analise dos efeitos e permitem 

visualizar a variacao da resposta em funcao das variaveis umidade inicial e teor da fonte de 

nitrogenio, dentro das faixas utilizadas. E possivel verificar atraves da superficie e curvas de 

contorno que quando se fixa a umidade abaixo de -0,8 para qualquer valor de fonte de 

nitrogenio tem-se o maximo de atividade enzimatica. 

Por meio das analises feitas e possivel inferir que a umidade foi o unico fator que 

realmente influenciou no aumento da producao enzimatica expressa CMCase utilizando o 

Trichoderma reesei LCB 48 na fermentacao, e que a baixa umidade proporcionou as melhores zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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atividades enzimaticas do planejamento. Segundo Pandey et al. (2003) os fungos filamentosos 

pela sua peculiar capacidade de crescer em ambientes com baixa umidade relativa e na 

ausencia de agua livre sao os que melhor se adaptam a ambientes com reduzida umidade e por 

isso sao tao usados em fermentacoes semi-solidas. 

Alcantara (2008), avaliando a influencia da umidade inicial e do teor da fonte 

nitrogenio, na fermentacao de bagaco de caju para producao de pectinases utilizando fungo 

filamentoso, concluiu que a concentracao de sulfato de amonio influencia de forma negativa 

as atividades enzimaticas, enquanto a umidade inicial influencia de forma positiva essas 

respostas. 

Kempka et al. (2008) estudando a otimizacao da producao e caracterizacao da lipase 

produzida por fermentacao solida pelo fungo filamentoso Penicillium verrucosum, 

observaram que a umidade inicial do substrato foi um os principals fatores que afetaram a 

producao enzimatica. 
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5. CONCLUSOES zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Mediante os resultados obtidos pode-se concluir: 

1 - A caracterizacao do residuo do bagaco do pedunculo do caju demonstrou que este e um 

substrato com potencial para ser utilizado na fermentacao para producao de enzimas 

celuloliticas, principalmente por apresentar um percentual de celulose (35%) satisfatorio, ja 

que esse componente e conhecidamente um excelente indutor dessas enzimas. 

2 - A maior producao de enzima celulase expressa em CMCase foi 0,71 U/g (0,095 U/mL) 

obtida em 238 horas, nas condicoes de 45% de umidade inicial e 1% de fonte de nitrogenio. 

3 - A utilizacao da metodologia de planejamento experimental fatorial 2 permite observar 

que a umidade inicial do substrato e uma variavel determinante na producao das enzimas 

CMCases, e que o nivel minimo de umidade (45%) proporcionou os maiores valores de 

producao de CMCase. 

4 - Os dados experimentais ajustaram-se ao modelo linear, explicando 92,4% da variacao dos 

dados. Com 95% de confianca, o modelo obtido que descreve o comportamento da atividade 

de CMCase em relacao as variaveis e estatisticamente significativo. 
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