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RESUMO

LINS, 5. A. S. Produgdio de celulases por fermentagio semi-sélida com bagaco de
pedinculo do caju utilizando Trichoderma reesei LCB 48, Dissertagio (Mestrado) —
Universidade Federal de Campina Grande. 75f, 2012.

As celulases, dentre muitas enzimas, vem se destacando, em diversos nichos de atuacfio, tais
como alimenticio, detergentes, farmacéutico, téxtil, celulose e papel e no tratamento de
efluentes e residuos. Atualmente, a maioria das celulases microbianas comercialmente
utilizadas sdo produzidas pela espécie Trichoderma, em especial o Trichoderma reesei com
capacidade comprovada de produgdo de enzimas celuloliticas. Estudos vém sendo
desenvolvidos com objetivo de produzir essa enzima através de um processo de fermentagio
semi-solida a partir de residuos agroindustriais lignoceluldsicos, diminuindo assim os custos
de produgéo da enzima, e agregando valor ao residuo. O objetivo desse trabalho foi produzir
celulases a partir do bagago do pedunculo do caju utilizando o Trichoderma reesei LCB 48.
Foi realizada a caracteriza¢do do residuo visando conhecer a composigio quimica do bagago
do caju com relagdo aos nutrientes presentes, uma vez o mesmo foi utilizado como substrato
durante o processo fermentativo para a produgio das celulases. O estudo da producio dessas
celulases foi realizado através do planejamento experimental fatorial 2° com quadruplicata no
ponto central. O baga¢o do peduinculo do caju lavado inoculado com 7. reesei foi avaliado
quanto a produgédo de celulases com teores de umidade iniciais de 45, 55 e 65% e em presenga
de nitrogénio inorgénico (sulfato de amédnio) nas concentragdes 0,5, 0,75 e 1%. A
fermentagdo se desenvolveu ao longo de 238 horas durante os quais foram analisados os
pardametros pH, umidade, AR e atividade enzimatica expressa em CMCase. Através da
caracterizagdo do residuo do bagago do pedinculo do caju confirmou-se que este substrato
tem potencial para ser utilizado na fermentagfio para producgio de enzimas celuloliticas,
principalmente por ter apresentado um percentual de celulose satisfatdrio, por que esse €
conhecidamente um excelente indutor dessas enzimas. O pico de produgfio 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 condig¢des de 45% de umidade inicial e 1% de fonte de nitrogénio. A utilizagéo da
metodologia de planejamento experimental permitiu observar que a umidade inicial do
substrato € uma varidvel determinante na produgio das enzimas CMCases, e que o nivel
minimo de umidade (45%) proporcionou os maiores valores de produgdo de CMCase.

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




ABSTRACT

LINS, S. A. S. Cellulase production under semi-solid fermentation in cashew peduncle
bagasse by Trichoderma reesei 1.LCB 48. Dissertation (Master Science) - Federal University
of Campina. 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 species 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 7. 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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1. Introdugdo

1. INTRODUCAO

Atualmente processos biotecnolégicos vém oferecendo inovadoras possibilidades para
a produgdo de substancias quimicas e processos mais limpos, apresentando solugdes 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 deplegdo de fontes finitas.

A produgdo de enzimas ¢ um vasto campo de estudo quando se trata de processos
biotecnoldgicos. Também denominadas de biocatalisadores, as enzimas sdo catalisadores
proteicos com caracteristicas particulares pela sua alta eficiéncia em condigdes fisiologicas e
alta especificidade. Este potencial catalitico € utilizado industrialmente ndo s6 nos classicos
processos fermentativos, mas também em processos de biotransformagdes microbianas para a
catdlise de reagdes quimicas de dificil ocorréncia e de grande importdncia na indudstria
(PEREIRA Jr et al., 2008).

As celulases, dentre muitas enzimas, vem se destacando, em diversos nichos de
atuagdo, tais como alimenticio, detergentes, farmacéutico, téxtil, celulose & papel e no
tratamento de efluentes e residuos. Ha também o grande desafio da produgdo de
biocombustiveis, onde atualmente, as celulases tém sido bastante aplicadas na produgdo de
bioetanol, a qual ¢ usada durante a etapa de hidrélise da biomassa lignoceluldsica para
conversdo da celulose em glicose (AMORIM, 2010).

A maioria das celulases microbianas comercialmente utilizadas sdo produzidas pela
espécie Trichoderma (ZHANG e LYND, 2006). Sendo obtidas basicamente endoglicanases e
exoglicanases, além de uma série de enzimas complementares, como [-glicosidase,
hemicelulases e pectinases (BERLIN et al., 2005).

Considerando os nichos de atuagdo, ¢ cada vez maior, internacionalmente, o uso de
enzimas. O mercado mundial de enzimas é da ordem de quatro bilhdes de dolares, 2,2 bilhdes
de dolares o mercado de enzimas industriais (enzimas técnicas, enzimas para a industria de
alimentos e enzimas para rag¢do animal) e 1,8 bilhdo de ddlares o de enzimas especiais
(terapéuticas, enzimas para diagnéstico e enzimas para quimica quiral). As celulases e as
amilases estdo entre as principais enzimas de uso industrial no mundo, representando 22%

desta demanda (POLITZER e BOM, 2006).
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1. Introdugdo

Apesar da ampla utilizacdo das celulases, o seu elevado custo tem tornado alguns
processos onerosos. Estudos vém sendo desenvolvidos com objetivo de produzir essa enzima
através de um processo de fermentagdo semi-sélida em residuos agroindustriais, diminuindo
assim os custos de produgio da enzima (AMORIM, 2010).

Esse cendrio € particularmente importante para o Brasil, pais que necessita inserir-se
de forma representativa como usudrio de tecnologia enzimatica, que concilia desenvolvimento
tecnoldgico com a utilizag3o de matérias-primas renovaveis e a preservacio ambiental.

Os materiais lignoceluldsicos s@io 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 aplicagbes destes materiais estimulando assim o interesse no desenvolvimento de
processos industriais que visem o aproveitamento destes residuos.

Devido a ampla disponibilidade de residuos agroindustriais do caju na regido Nordeste
¢ a possibilidade real de agregar valor a tais residuos, com significativa redugfio do impacto
ambiental causado pelo seu acumulo, propde-se nesse trabalho o uso do bagaco do pedunculo
do caju como substrato semi-sOlido para a obtengdio de enzimas celulases envolvidas na

degradagdo de materiais lignocelulésicos.
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1. Introduc¢do

1.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo geral estudar a produgdo de celulases através de um
processo de fermentagdo semi-sélida do residuo agroindustrial do caju (bagago do pedunculo)

utilizando como agente metabolizador o microrganismo 7richoderma reesei LCB 48.

1.1.1 Objetivos especificos

- Caracterizar o bagaco de caju seco. Os pardmetros fisico-quimicos analisados foram:
granulometria, densidade aparente, densidade real, porosidade, umidade, pH, cinzas, sélidos

solaveis, agucares redutores, celulose, extrativos ¢ proteinas;

- Produzir celulases por meio de fermentagio semi-sélida, do bagago do caju, com o
microrganismo Trichoderma reesei LCB 48 avaliando o pH, a umidade, a concentragdo de
aglcares redutores ¢ a atividade enzimadtica, expressa em carboximetilcelulase, por meio de

cinética de fermentagéo;

- Avaliar as condi¢des otimas de produgdio da enzima celulase, utilizando

planejamento fatorial.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CAJU

O cajueiro (Anacardium occidentale L.) ¢ uma planta tropical, origindria do Brasil,
dispersa em quase todo o seu territorio. A 4rea atualmente ocupada com a cultura do cajueiro
no Nordeste é de cerca de 700.000 hectares, com uma produgdo em torno de 1.260.000.000
quilos de pedinculo. O estado do Ceara € o maior produtor, com uma area cultivada superior
a 350.000 hectares, sendo que quase 80% das arvores plantadas estfo em terras de pequenos
produtores rurais, segundo a Embrapa (OLIVEIRA, 2003).

A industrializa¢fio do caju pode ser dividida nos setores de beneficiamento da castanha
e do processamento do pedinculo. O beneficiamento da castanha visa principalmente a
produgfio da améndoa da castanha de caju; enquanto que o processamento do pedunculo tem
como principal produto industrial o suco de caju (BARRETO et al., 2007).

Ressalta-se que além da diversidade de produtos provenientes do processamento do caju
¢ da potencialidade de aproveitamento econdmico destes, a agroindustria do caju tem ainda
um grande impacto socioecondmico, em virtude do grande nimero de empregos gerados nas
atividades agricolas, industriais e comerciais, gerando renda e fixando o homem ao campo.
Assim, a exploragio do cajueiro apresenta-se como uma alternativa para melhoria da
qualidade de vida do homem do campo, notadamente nas regides mais pobres do Nordeste
brasileiro (SOUZA FILHO et al., 2012).

O peduanculo do caju (dnacardium occidentale L.} apresenta uma grande variabilidade
com relagfo ds suas caracteristicas quimicas e fisico-quimicas, tendo como principais fatores
que as influenciam o tipo de solo, o clima, o tipo de cajueiro, o estado de maturagéo e as
condigdes 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 pedinculo, por seu alto teor de vitamina C, um

bom conteudo de agucares, sendo ainda uma fonte regular de célcio e fosforo.
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Tabela 1 — Composicéo fisico-quimica do pediunculo do caju in natura.

Determinagdes Valores médios
Umidade (%) 87,20
Cinzas (%) 0,32
Sélidos soluveis (°Brix) 9,74
pH 4,34
Acidez total titulavel (%) 0,47
Agucares redutores (%) 8,24
Agtcares ndo redutores (%) 0,31
Acgucares totais (%) 8,55
Vitamina C (mg/100g) 153,20
Taninos (%) 0,30
Proteina (%) 0,64
Fibra (%) 0,20
Ferro (mg/100g) 0,24
Célcio (mg/100g) 16,00
Fastoro (MgP205/100g) 26,80

Fonte: Maia et al. (2004).

Apesar da importincia socioecondmica para a regifio, a cajucultura apresenta baixo
nivel de aproveitamento do pedinculo, algo em torno de 10 a 20% da produgéo. A cada ano,
toneladas de alimento sdo jogadas no lixo ou destinadas & alimentagfio animal, acarretando
subutilizagdo de uma fonte de rico valor nutricional, notadamente vitamina C e minerais
(FIEC, 2010).

Os residuos sfio constituidos basicamente de matéria orgénica e fibra, com alto valor
nutritivo, abundante e de baixo custo econdmico. Uma das formas de agregar valor aos
residuos agroindustriais, em particular ao residuo do caju, ¢ obter enzimas, como por
exemplo, as celulases através da fermentag¢@io semi-solida utilizando microrganismos como

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

A biomassa lignoceluldsica, tem origem em residuos vegetais, florestais, animais,
residuos solidos urbanos e industriais. Os residuos lignoceluldsicos, geralmente contém 30-
45% de celulose, 25 - 30% de lignina, 25 - 30 de hemicelulose, e uma pequena quantidade de
cinzas e extrativos. A proporg¢io percentual desses componentes depende do tipo de material,

idade e estagio vegetativo (FUENTES, 2009).

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 espécie (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). Além
disso, é o residuo polimérico predominante da atividade agricola (ZHANG e MIELENZ,
2006), o que vem gerando interesse crescente, nos ultimos anos, visando a sua utilizagfo para
a produgio de diversos produtos quimicos (diferentes agticares, acidos orgénicos, tensoativos,
adesivos, corantes, solventes, produtos farmacéuticos, etc.), além do chamado *“etanol de
segunda geracdo” (KUMAR, SINGH e SINGH, 2008).

Quimicamente, a celulose é formada por microfibrilas que sfo estruturas relativamente
rigidas que contribuem para a resisténcia e a predisposicio estrutural da parede celular,

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

B-(1—4).

Figura 1 — Representagdes graficas da molécula de B-D-glucose
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Fonte: Klock (2005).
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Os glucanos (polimeros de glicose) (Figura 2) que constituem a microfibrila da celulose
estdo fortemente alinhados e ligados entre si, formando uma fita altamente ordenada
(cristalina), que exclui 4gua e € relativamente inacessivel ao ataque enzimatico. Como
resultado, a celulose ¢ muito forte, muito estavel e resistente a degrada¢do. Devido a
configuragdo espacial alternante das ligagdes glicosidicas que unem residuos de glicose
adjacentes, a unidade de repeti¢do da celulose € considerada a celobiose, um dissacarideo de
D-glicose com ligagdes B-(1—4). Os modelos atuais da organizagdo microfibrilar sugerem
que ela tem uma subestrutura constituida de dominios altamente cristalinos unidos por regides
amorfas menos organizadas. Dentro dos dominios cristalinos, os glucanos adjacentes estdo
altamente ordenados e unidos entre si por ligagdes ndio covalentes, tais como ligagdes de
hidrogénio e interagdes hidrofébicas. Quando a celulose ¢ degradada, primeiramente sdo
atacadas as regides amorfas, liberando pequenas cristalitas, consideradas como

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

Figura 2 — Modelo estrutural de microfibrila de celulose.

Uk de ~epeticag de celobone

Fonte: Galldo (2012).
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2.2.2 Hemicelulose

As hemiceluloses (Figura 3) ou polioses sfo polissacarideos de cadeia linear e
ramificada. Elas sdo amorfas e possuem massa molecular relativamente baixo. Junto com a
celulose, lignina, pectina ¢ proteinas formam a parede celular das plantas (MARTINS, 2005).
As hemiceluloses sfio depositadas de maneira intercalada nas microfibrilas de celulose, em um
estagio anterior a lignificagfio, conferindo elasticidade e flexibilidade ao agregado de

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

Figura 3 — Estrutura parcial da hemicelulose.
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Fonte: Ferreira et al. (2009)

Hemicelulose é uma estrutura complexa de carboidratos, consiste de diferentes
polimeros, a saber, polimeros de pentoses (xilose ¢ arabinose), e polimeros de hexoses
(manoses, glicose e galactose), além de acidos hexurdnicos e desoxiexoses (TAVARES,
2009). Alguns desses agucares sdio mostrados na Figura 4.

Hemicelulose tem uma massa molecular menor do que a celulose e ramificagdes com
cadeias laterais curtas, que consistem de diferentes agUcares, os quais apresentam maior
susceptibilidade & hidrolise (HENDRIKS e ZEEMAN, 2008).

A natureza quimica das hemiceluloses varia, nas plantas, em relagio ao tipo de tecido
vegetal e espécies a quem pertencem. As madeiras em geral possuem de 20 a 30% de
hemicelulose na composigdo geral, enquanto que nas gramineas esse valor € de 20 a 40%

(SJOSTROM, 1992). J4 o caju apresenta em média 15% de hemicelulose em sua composigo.
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Figura 4 - Férmulas dos agtcares presentes nas polioses.
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2.2.3 Liginina
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A lignina, depois da celulose, ¢ a macromolécula organica mais abundante dentre os

materiais lignocelulésicos. E uma substincia que vai sendo incorporada durante o crescimento

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

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

massa total do material lignoceluldsico (RABELO, 2007).

Simone Aparecida da Silva Lins

24




2. Revisdo Bibliogrdfica

Figura 5 - Estrutura proposta para a macromolécula de lignina de Eucalyptus grandis.
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Fonte: Pil6-Veloso, Nascimento e Morais (1993).

Diferentemente da celulose e hemicelulose, a estrutura da lignina ndo pode ser
representada por uma combinagdo de unidades monoméricas ligadas pelo mesmo tipo de
ligagdo quimica. Esta segundo Rabelo (2007), se processa por via radicalar a partir da reagdo
de trés diferentes dlcoois cinamilicos precursores: alcool p-cumarilico, dlcool coniferilico e
4lcool sinapilico (Figura 6), que geram unidades p-hidroxibenzilicas, guaiacilicas e

siringilicas, respectivamente.
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Figura 6 - Alcoois precursores da lignina.
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Fonte: Barbosa et al. ( 2008).

A presenga da lignina nos materiais lignoceluldsicos representa o principal interferente
para o processo de conversdo da biomassa, j4 que é uma substidncia que atua como uma
barreira. Esta estrutura apresenta-se como uma molécula capaz de fornecer rigidez as plantas,
bem como, grande resisténcia ao ataque de microrganismos comuns (VASQUEZ et al., 2007).

Cardoso et al. (2012), afirmam em seus estudos que a lignina e sua distribui¢éo
constituem o fator responséavel pela recalcitrancia dos materiais lignoceluldsicos a degradagéo
enzimatica, limitando a acessibilidade da enzima. Resultados semelhantes foram obtidos por
Durrant et al. (1991). Segundo eles a lignina ndo permite que as enzimas hidroliticas como a
celulase e a xilanase entre outras, atuem nas fontes de carbono, impossibilitando a absor¢do
de polissacarideos pelo micélio, os quais constituem fonte de carbono principalmente para a
formagdo de frutificagdo. Tais resultados corroboram com Rajarathnam et al. (1992), que ao
pesquisar a influéncia de microrganismos em contato com a lignina, observaram que essa
macromolécula forma uma barreira fisica que dificulta a atividade de iniimeros 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 superficie externa.
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2.3 PRODUCAO DE ENZIMAS CELULOLITICAS

2.3.1 Enzimas celuloliticas

Enzimas sfo catalisadores bioldgicos, constituidas de moléculas de proteinas,
produzidas por células vivas. Esses biocatalizadores apresentam alta atividade catalitica e
seletividade especifica sobre o substrato (SAID e PIETRO, 2004).

As celulases sdo enzimas que possuem capacidade de romper as ligagdes glicosidicas
de microfibrilas da celulose, resultando na libera¢do de oligossacarideos, celobiose e glicose
(DILLON, 2004) (Figura 7). Segundo Sun e Cheng (2002) as celulases estdo divididas em trés
grandes grupos, com base no modo de catalise sobre a fibra de celulose: a) endoglicanases, b)

exoglucanases e ¢) P-glucosidases.

Figura 7 - Representagio esquematica do rompimento das ligagdes da celulose nas regides
amorfas e cristalina.
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Fonte: Melo (2010).
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As endoglicanases hidrolisam as cadeias de celulose de modo aleatério, clivam
ligagdes glicosidicas internas da celulose liberando oligossacarideos de varios comprimentos
e, consequentemente, novas cadeias finais. Essas enzimas hidrolisam a celulose amorfa e
celuloses modificadas quimicamente (soliveis), como a carboximetilcelulose (CMC). A
celulose cristalina ¢ menos hidrolisada devido ao maior grau de organizag¢iio molecular que
apresenta. As regides de menor organizagdo estrutural sdo facilmente atacadas, pois possuem
cadeias que ndo estdio envolvidas em interagdes de hidrogénio intermoleculares tdo fortes
quanto as que ocorrem nas regides cristalinas, levando, consequentemente, a uma maior
exposi¢io das ligagles glicosidicas mais internas das cadeias de celulose (MARTINS, 2005).

As exoglucanases ou celobichidrolases (CBH) atuam nas extremidades redutoras
(CBH 1) e nas extremidades ndo redutoras (CBH II) da cadeia de celulose, produzindo
majoritariamente celobiose (OYEKOLA et al, 2007). Essas enzimas ndo atuam sobre
celulose solivel por haver um impedimento estereoquimico causado pelos grupos
substituintes como carboximetilico (CMC). As exoglucanases atuam sobre celulose cristalina,
produzindo uma redugéo lenta e gradual do seu grau de polimerizagfio. Assim, ensaios de
atividade sobre CMC sdo caracteristicos para endoglicanases, enquanto que a atividade contra
celulose microcristalina (Avicel ®) caracteriza as celobiohidrolases, tornando possivel a
diferenciagdo entre as enzimas (MARTINS, 2005).

As B-glicosidades, também denominadas celobiases, possuem a fungfio de desdobrar a
celobiose gerada pelas endoglicanases e celobiohidrolases em glicose. Estritamente falando,
B-glicosidades ndo sdo celulases legitimas, uma vez que elas agem sobre substratos soluveis,
mais sua contribui¢io € muito importante para eficiéncia da hidrélise da celulose e remogéo
da celobiose do meio reacional (MEDVE, 1997). A atividade das p-glicosidades pode ser
determinada usando celobiose, a qual ndo ¢ hidrolisada por endoglicanases nem

exoglucanases (GHOSE, 1987).

2.3.2 Microrganismos produtores de celulases

Na natureza, existe uma grande variedade de microrganismos que produzem celulases,
mas apenas alguns sfio conhecidos como verdadeiros celuloliticos, isto €, sio capazes de

degradar a celulose natural (ROBSON e CHAMBLISS, 1989).

28
Simone Aparecida da Silva Lins




2. Revisdo Bibliogrdfica

A producio de celulases por ago microbiana tem sido foco de muitos estudos com
objetivo de estabelecer as melhores condigdes para a produgdo dessas enzimas. Nesse
processo de producdio de enzima, um microrganismo ¢ utilizado como agente metabolizador
de fontes de carbono presentes em um meio de cultivo, ou substrato, de forma que as enzimas
sdo sintetizadas e excretadas. Uma vasta gama de microrganismos tem sido estudada
extensivamente de forma a tornar o processo de enzima vidvel (TAVARES, 2009).

Segundo Lynd et al. (2001) e Desvaux (2005), algumas espécies de bactérias sdo
decompositoras da celulose, dentre as aerébias produtoras de celulases, estdo as dos géneros
Cellulomonas, espécies de Bacillus, como Bacillus subtilis, Bacillus polymyxa, Bacillus
brevis, Bacillus licheniformis ¢ Bacillus cereus. Entre as anaerdbias estdo os géneros
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
degradagdo de biopolimeros de celulose e hemiceluloses sendo por isso, essenciais para a
producdo de complexos enzimaticos.

Para Nordisk (1996) e Menezes (1997) os fungos s@o os mais importantes
microrganismos utilizados pela industria na produgdo de enzimas. As espécies de fungos
produtores de celulases mais estudadas sdo Trichoderma reesei, Penicillium pinophilum,
Humicola insolens, Trichoderma koningii, Trichoderma lignorum, Penicillium funiculosum,
Penicillium iriensis, Fusarium solani, Myrothecium cerrucaria, Sporothichum sp.,
Chaetomium, Aspergillus niger e também os géneros como Schizophvilumm sp., Chaetomium
sp. € Humicola sp. Tais fungos excretam celulases de alta atividade no meio de cultura
(RABELO, 2007; AGUIAR e MENEZES, 2000).

2.3.2.1 O género Trichoderma

O género Trichoderma foi descrito por Persson hd mais de 200 anos atras (RIFAI, 1969)
e consiste de fungos anamorficos que habitam principalmente o solo, matéria orginica e
arvores em decomposi¢do (GAMS e BISSET, 1998). Espécies de Trichodermas estdio dentre
os fungos mais comumentes distribuidos na natureza e podem ser encontrados em
ecossistemas que variam desde a tundra até a tropical (SAMUELS, 1996). Essa capacidade de
sobrevivéncia em regides tdo diferentes pode ser atribuida a sua capacidade metabélica

diversificada e sua agressividade natural competitiva (KLEIN e EVELEIGH, 1998).
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Isolados de Trichoderma podem ser reconhecidos por suas caracteristicas, tais como
rdpido crescimento em cultura, produgdo de numerosos esporos (conidios), os quais
comumentes sfio verdes e micélio aéreo (BISSET, 1991). Apesar de suas caracteristicas
macroscopicas serem facilmente reconhecidas, este género carece de um conceito de espécie
mais definido, em virtude de varia¢Ges dentre ¢ entre grupos de espécies (RIFAI, 1969).

Trichoderma sp. possuem um grande numero de mecanismos para sobrevivéncia e
proliferagfio incluindo ataque fisico a outros fungos e degradacgdo e utilizag@o de carboidratos
complexos (HARMAN, 2004). Devido a essas carateristicas esses fungos sio de grande
interesse econdmico e sfo usados em aplicagdes comerciais. Trichoderma reesei ¢
economicamente um importante produtor de celulases e hemicelulases e também € usado para
produgdo heterdloga de proteinas (KUBICEK e PENTTLILA, 1998).

Segundo Ahamed e Vermette (2008), a celulase produzida por fungos filamentosos,
Trichoderma reesei, é o sistema enzimatico mais eficiente para a hidroélise completa de
substratos celulésicos em componentes monoméricos de glicose, que ¢ um agucar
fermenticivel. Sendo a celulase uma enzima muito importante para o comércio, amplamente
utilizada em alimentos, ra¢do animal, téxtil, papel e celulose, a fermentagdo de alcool e
cereais, de processamento de amido, farmacéutico € as industrias de malte e cerveja.

O sistema extracelular celulolitico do Trichoderma reesei ¢ composto por 60-80% de
celobiohidrolases ou exogluconases, 20-36% de endoglicanases e 1% de B-glucosidases, os
quais actuam em sinergia na conversdo de celulose em glicose. A reagfio sinérgica ocorre
como resultado da agfo, sequencial cooperativa entre os trés componentes do complexo

enzimatico, onde o produto de uma reagdo enzimdtica torna-se substrato para outra

(AHAMED e VERMETTE, 2008).

2.3.3 Fermentacio

As celulases, normalmente, sdo produzidas por duas metodologias de cultivo: em
estado sélido ou semi-solido e em cultivo submerso. Muitas pesquisas sio conduzidas
utilizando cultivo submerso, o qual permite o controle dos niveis de aeragdo, pH e
temperatura do meio, para o crescimento 6timo do microrganismo. Contudo, a fermentagdo

em estado s6lido tem sido preferida na produgfio de enzimas lignoceluloliticas. Isto se explica
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pelo grande nimero de vantagens econdmicas e de processo, nos quais se destaca a natureza
dos substratos utilizados como suporte e/ou fonte indutora na produgdo da enzima
(FERREIRA, 2010).

Segundo Hélker et al. (2004) e Singhania et al. (2010) a fermentagdo em estado sélido
¢ vantajosa, pois, além de simular o habitat natural de microrganismos flingicos selvagens,
apresenta maior produtividade dos extratos enzimaticos, menor susceptibilidade & inibi¢do e
maior estabilidade das enzimas a variagdes de temperatura e pH.

As denominagdes “fermentagio em estado solido”, “fermentagfio em substrato s6lido™,
“fermentagdo em meio-solido” ou simplesmente “fermenta¢fo semi-sélida”, consistem em um
tnico processo, que é definido como o processo no qual o microrganismo cresce sobre
particulas da matriz solida (substrato ou material inerte), onde o conteddo de liquido
(substrato ou meio umidificante) estd a um nivel de dgua que assegura o crescimento € o
metabolismo das células e nfio exceda a maxima capacidade de ligagio da agua com a matriz
sélida (PANDEY et al., 2000).

A produtividade enzimatica da fermentagfo em estado solido, como todo processo
biotecnologico, ¢ definida pelo microrganismo e as condi¢des de cultivo. Pardmetros como
tipo ¢ concentragio de fontes de carbono, nitrogénio e fosforo, pH, umidade, atividade de
dgua e temperatura representam varidveis operacionais determinantes no processo de
fermentagdio (SINGHANIA et al., 2010). O nivel de umidade varia de acordo com o
ecossistema formado entre o microrganismo ¢ o substrato. Baixos niveis de umidade levam a
inibigdo do crescimento microbiano e, consequentemente, a ineficiente utilizagdio do
substrato. Em contrapartida, o excesso de umidade resulta na diminuigdo da porosidade, na
baixa difusdo de oxigénio e na redugdo de trocas gasosas, que prejudicam a respiragdo
microbiana (HOLKER et al., 2004).

Residuos lignocelulosicos disponiveis em abundancia podem ser excelentes matérias-
primas para a produgfo enzimatica por fermentagfio em estado semi-sélido, eles podem ser
devidamente moidos ou triturados para servir de fonte de nutrientes, principalmente de
carbono, em uma fermentagéo.

Varios trabalhos foram desenvolvidos com objetivo de analisar a produgio de
celulases por fermentagdo semi-solida por fungos cultivados em diferentes substratos
lignoceluldsicos. Na Tabela 2 constam alguns microrganismos produtores de celulases e os

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

Autores Substrato Microrganismo
(RODRIGUEZ-ZUNIG et al., Bagago de cana-de-agtcar, e
2011) farelo de soja, farelo de trigo Sperguius me
(AMORIM, 2010) Bagago do pedunculo do caju Trichoderma sp.
p 1} P
. Trichoderma reesei
(SUKUMARAN et al., 2009) Bagaco de cana-de-agucar RUT C30
: Trichoderma reesei
(MEKALA et al., 2008) Bagago de cana-de-agtcar RUT C30
(GAO et al., 2008) Sabugo de milho Aspergillus terreus M1
(JA'AFAI;%;;AGADE’ Espiga de milho e serragem Aspergillus niger
g Thermoascus
(SILVA et al., 2005) Farelo de trigo st Midhe
(BAIG et al., 2004) Residuo de banana Trichoderma lignorum

(LI et al., 2004)

(DOGARIS et al., 2009)

Farelo de trigo

Bagago de sorgo

Thichoderma koningi
F244

Fusarium oxysporum,
Neurospora crassa
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL DE REALIZACAO DO TRABALHO

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

em Campina Grande — Paraiba.

3.2 MATERIA-PRIMA

A matéria-prima utilizada neste trabalho foi o bagago do pedunculo do caju, o residuo
agroindustrial foi cedido pela industria de produgdo de polpas de frutas, FRUTNAT,

localizada na cidade de Campina Grande, Paraiba.

3.2.1 Preparacio do bagaco do pediinculo do caju

O residuo utilizado no estudo da produgdo das celulases deste trabalho passou pelo
processo de lavagem com dgua destilada até que todos os solidos soluveis, presentes no
bagaco, remanescentes do processo de beneficiamento industrial do caju fossem removidos, o
que avaliado por meio da andlise de sélidos soluveis (°Brix) do lixiviado do processo de
lavagem.

O processo de lavagem do residuo do caju teve como objetivo remover os agicares
contidos no substrato ja que a glicose em alta concentragdo ¢ um forte repressor na produgio
de celulases.

O fluxograma (Figura 8) a seguir, mostra todo o processo de preparagéo do bagago de

pediinculo caju para armazenamento e posterior uso nas fermentagdes.
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Figura 8 - Fluxograma de preparagio do bagago de pedinculo do caju.

Recepcao

Lavagem

Secagem
B

T-f'if.ura\;‘.’?'s::v — Quarteamento

\ Armazenamento

Como observado na Figura 8 o residuo, ap6s 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 até
atingir massa constante, processo este que durou aproximadamente 4 horas. Apds atingir
massa constante, o residuo foi colocado em embalagem de vidro hermeticamente fechado e
triturado em moinho de facas da marca MARCONI, para obtengdo da granulometria
necessaria.

O bagago do peduinculo do caju lavado, triturado e seco a 55°C foi homogeneizado, e
submetido ao quarteamento para obtengdo da amostra representativa para caracterizagéo
fisico-quimica do residuo. Todo residuo foi armazenado em embalagem hermeticamente

fechada a temperatura ambiente, até o momento de ser utilizado.

3.3 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO BAGACO DO PEDUNCULO DO CAJU

A caracterizagdo fisico-quimica do bagago do caju foi realizada avaliando-se a
granulometria, densidade aparente, densidade real, porosidade, umidade, pH, cinzas, s6lidos
solaveis, agucares redutores e redutores totais, lignina, celulose e extrativos, de acordo com as

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

Para determinacdo 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. Apds esse periodo, pesou-se £0,1 mg do
material, levando o conjunto, amostra e recipiente, para a estufa sob as mesmas condigdes de
temperatura ¢ 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 célculo do teor de umidade, em

base imida, foi usada a férmula a seguir;

Upy.(%) = === x 100 (1)

u

Em que:
Ug.y.— Umidade base imida
my - Massa tmida

m; - Massa seca

3.3.2 Cinzas

Para determinac¢io do teor de cinzas no bagaco do pedunculo do caju, colocaram-se
cadinhos em mufla a 600°C por 30 minutos e, apds 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, ¢ em seguida, foram levados para a chapa elétrica
para fazer pré-queima, retirando-se apenas quando cessou a fumaga, para facilitar a
combustdo na mufla. Dando prosseguimento, levaram-se os cadinhos para a mufla, até 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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Cz (%) = m;—fcad x 100 (2)

Em que:

Cz - Cinzas

mc, - Massa do cadinho + cinza
Mead - Mass do cadinho

my - Massa da amostra, em grama

3.3.3 Granulometria

O perfil granulométrico do bagago de caju, lavado, foi determinado pesando 50 g do
bagaco em uma balanga analitica, e transferindo para um agitador de peneiras PRODUTEST
na velocidade de agitagdo de 50 rpm por treze minutos, em jogo constituido por sete peneiras,
seguindo as recomendacGes 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 relagfo 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 (ma) do material e em seguida colocados em uma
proveta, sem que houvesse compactagio, para determinar o volume ocupado (V). O valor da

densidade aparente foi obtido seguindo a Equagéo 3.

DA (i) = Mal®) 3)

cm3/ ~ V(cm?)

Em que:

DA — Densidade Aparente
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3.3.5 Densidade real

A densidade real do bagago de caju, lavado, foi determinada a partir da relagdo entre a
massa ¢ 0 volume ocupado pela amostra, através do deslocamento de um fluido de volume
conhecido, que nesse caso foi o 6leo de cozinha. Inicialmente colocou-se o 6leo em uma
proveta e mediu-se o volume ocupado (V,), em seguida adicionou-se uma massa conhecida
do bagago (ma) e esperou-se que a mesma se depositasse totalmente no fundo da proveta. Por
fim, mediu-se novamente o volume indicado na proveta (V3), € o volume real do material em
analise foi determinado pela diferenca dos volumes (V, - V) (BRASIL, 2005). O célculo da

densidade real foi determinada pela Equagéo 4.

(g)
DR (g/cm?) = —(Vz_"\‘,j)fcma) “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 Equag@o 5.

P=1-— (5)

Em que:
P — Porosidade

DA — Densidade Aparente
DR - Densidade Real
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3.3.7pH

O pH do bagago de caju, lavado, foi determinado seguindo a metodologia descrita em
Brasil (2005), na qual foi preparada uma suspenséio de 2 g de amostra com 20 mL de agua
destilada. Apés a completa homogeneizagio a suspensio foi deixada em repouso por 30

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

3.3.8 Sélidos solaveis ( °brix)

O teor de sélidos soluveis contidos no bagago 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 (Fp) que fornecesse uma leitura que estivesse dentro de uma faixa linear,
Apbs completa homogeneizagfo, a suspensdo foi deixada em repouso por 30 minutos e
filtrada em gaze e algoddo. Por fim, foi realizada a leitura de sélidos soluveis (°Brix) em um
refratdmetro de Abbe e o teor de sélidos soliiveis do material em andlise foi determinado

multiplicando a leitura do equipamento pelo fator de diluigdo, seguindo a Equagéo 6.

°Brix = Leitura (%) x Fp (6)

3.3.9 Agticares redutores

A concentragdo de agucares redutores foi determinada seguindo a metodologia descrita
por Miller (1959), com algumas adaptagBes, a qual se baseia na redugdio do acido 3,5
dinitrosalicilico (DNS) a 3-amino-5-nitrosalicilico, simultaneamente com a oxidagdo do grupo
aldeido do agticar a grupo carboxilico.

Para o desenvolvimento da metodologia foi pesada uma massa da amostra (ma) em
balanga analitica e adicionado um volume de 4dgua destilada (V4) de forma que a absorbancia
lida no espectrofotémetro estivesse dentro da curva de calibragdo para que a concentragéo de
aglicares redutores e redutores totais pudesse ser calculada com base no fator de conversédo

(Fc) da curva de calibragéo realizada previamente.
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Para a determinagdo dos agtcares redutores, 1 mL do extrato de agucares 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 entfo realizada em um espectrofotdmetro
UV-Vis em um comprimento de onda de 540 nm, previamente zerado com uma amostra em
branco que foi submetida ao mesmo procedimento, mas ao invés de 1 mL de extrato de
aglicares, foi utilizado 1 mL de agua destilada que foi o fluido utilizado na extragdio dos
agucares presentes na amostra a ser analisada.

Os resultados de agucares redutores foram expressos em gramas de aglcares redutores

por grama de amostra analisada, seguindo a Equagdo 7.

Abs X F. x 10XV
8aRr — ¢ A 7
AR (*47/g,) m, X 1000 ™

Onde:

Abs — Absorbancia

F¢ -~ Fator de conversdo

Va — Volume de 4dgua destilada

mp — massa da amostra

3.3.10 Celulose

O 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 bagago utilizando-se uma mistura de acido acético a 80% com 4cido nitrico a
70% na proporgdo de 10:1 (v/v). A amostra foi incubada a 110 a 120°C em manta aquecedora
em agitacdo. Apos 20 minutos foi adicionada dgua destilada e o sistema continuou em
agitagfio por um curto periodo de tempo para assim ocorrer uma melhor filtragdo. Em seguida
o sistema foi deixado em repouso para resfriamento e sedimentagéo do residuo insolavel, que
foi filtrado em um cadinho de Gush com Kkitassato 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 Equagdo 8.
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%C= 75X 100 (8)

Onde:
C - Celulose
m, - massa seca, g

m; - massa inicial da amostra, g

3.3.11 Extrativos

O teor de extrativos foi determinado seguindo o método TAPPI T 204 cm-07 (TAPPI,
2010). Para determinacdo dos extrativos, foi pesada uma amostra de 10 g do bagago do
pedinculo do caju seco, em seguida a amostra foi submetida a extragdo com sistema solvente
(ciclo-hexano:etanol 2:1) em aparelho tipo Soxhlet, acondicionadas as amostras em cartucho
confeccionado por papel de filtro quantitativo previamente tarado, por 8 horas. Apds este
tempo os solventes foram removidos, e os residuos obtidos no cartucho foram secos em estufa
a 105°C até massa constante, para a determinagdo do teor de extrativos totais. A porcentagem

de extrativos foi determinada com base na diferenga de massa conforme a Equagdo 9.

%EX = ==L x 100 9)
1
Onde:
EX - Extrativos
m; - massa inicial, g
ms - massa final, g
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3.3.12 Proteina Bruta

Para determinagio da proteina bruta utilizou-se o método semi-micro Kjeldahl
adaptado para nitrogénio por espectrofotometria para determinagio da concentragio de
proteina bruta do bagag¢o do pedinculo do caju (LE POIDEVIN e ROBINSON, 1964). Em
um tubo de ensaio adicionou-se 0,1 g da amostra, 50 mg de sulfato de sddio, 7 a 10 gotas de
sulfato de cobre a 5% e 5 mL de acido sulfurico. A seguir foi feita uma pré-digestio a frio por
aproximadamente 12 horas. Em bloco digestor aqueceu-se a amostra aumentando a
temperatura e 50 °C por hora até alcangar 350 °C. Retirou-se a amostra do bloco digestor
quando esta apresentou coloragdo verde clara, indicando que toda a matéria orgénica havia
sido digerida. A amostra fria, foi transferida para um baldo volumétrico de 100 mL. Fez-se a
afericdo. Com isso, obteve-se o Extrato 1. Colocou-se 1 mL do Extrato 1 em um baldo
volumétrico 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 espectrofotdometro com
comprimento de onda igual a 410 nm. Em paralelo foi feita a curva padrdo do nitrogénio a
partir de uma solugdo de sulfato de amonia 10 ppm. A porcentagem de proteina bruta foi

obtida através da Equagéo 10.

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

Em que:
Abs - Absorbancia
F - fator da curva de calibragdo

6,25 - fator de conversdo
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3.4 PRODUCAO DAS CELULASES

3.4.1 Planejamento experimental

Fez-se estudo da produgdo de celulases por fermentagfo semi-sdlida através de um
planejamento experimental. Foi realizado um planejamento fatorial 2> com quadruplicata no
ponto central, totalizando 8 ensaios, sendo estes realizados de forma aleatéria, para avaliar a
umidade inicial do meio (Ui) e a fonte de nitrogénio (sulfato de amdnio), para verificagio das
varidveis mais significativas para o processo.

Os valores adotados para as varidveis foram baseados nos valores estudados por
Amorim (2010), que avaliou a influéncia da concentragéio da fonte de nitrogénio e da umidade
inicial sobre a produgdo de celulases em bagago do pedinculo do caju, lavado, por
fermentagdo semi-solida utilizando o Trichoderma sp.

O programa computacional Statistica TM (Versfio 5.0, da Statsoft, Inc.) foi usado para
calcular os efeitos principais das variaveis ¢ suas interagbes, bem como dados relativos a
Andlise de varidncia (ANOVA). A metodologia de superficie de resposta foi usada para
fornecer um modelo matemético adequado para o processo.

Os niveis utilizados e os ensaios experimentais deste planejamento estdio apresentados

nas Tabelas 3 e 4.

Tabela 3 - Niveis do planejamento experimental

Variavel -1 0 1
U gy (%) 45.00 55,00 65,00
N (%) 0,50 0,75 1,00
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Tabela 4 - Matriz do planejamento experimental fatorial 22 com quatro repeticdes no ponto
central

Ensaio U gu. (%) 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 dgar de 4-6 mm®, na
presenga agua destilada, ¢ estocados a temperatura de 8 °C (CASTELLANI, 1939). A
conservagdo de fungos em frascos com agua destilada estéril € de facil manejo,
armazenamento e transporte, além de mais econdmica do que o método tradicional de
repiques sucessivos. Esse método mantém a atividade enzimatica natural dos fungos, ja que a
constante repicagem dos fungos em diferentes meios pode resultar em uma alteragio genética
e/ou enzimatica. Diogo et al. (2005), ao estudar a preservagio de fungos em agua destilada,
observou que a preservagio das cepas pelo método possibilitou, em 12 meses, a manutengéo

da viabilidade e capacidade de esporulagdo de diversos fungos.

3.4.2.1 Repique do Trichoderma reesei LCB 48

A partir do tubo tipo eppendorf contendo o fungo em éagua destilada, foi realizado o
primeiro repique. Para tal, foram retiradas algumas gotas da suspensdo de esporos do

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

fonte de carbono, como mostrado na Tabela 5.

Tabela 5 - Composi¢do quimica do meio de cultura

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

Pectina citrica 10,00
NaNO; 3,00
KH,PO4 1,00
MgS0, 0,50
KCl 0,50
FeS04.7H,0 0,01
Agar-agar 20,00

Agua destilada 4.5p*

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

Ap6s 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 7richoderma reesei
LCB 48, ap6s 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 dgua destilada numa quantidade suficiente para cobrir o arroz. Deixou-se o arroz

imerso na 4gua por aproximadamente 30 minutos, e com auxilio de peneira foi retirado o
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excesso de dgua. Erlenmeyers de 250 mL, contendo 15 g de arroz previamente umedecidos
foram autoclavados por 15 minutos a 121 °C. Apds resfriamento o arroz umedecido e estéril
foi inoculado.

O arroz foi usado como substrato devido o fungo poder crescer em uma superficie maior
€ que consequentemente aumentar sua esporulagdo. Chavez (2006), estudando a otimizagdo
da produgdo de esporos do fungo Trichoderma, empregando diferentes substratos como arroz,
aveia, soja, trigo, cevada entre outros, obteve como melhor substrato o arroz (umedecido em
dgua destilada), tal substrato proporcionou melhor recuperagio dos conidios (45x10'®
conidios/mL) e pureza estimada de 92,1%.

Para preparo do indculo, foi adicionado a cada placa de Petri com microrganismo
Trichoderma reesei LCB 48, entre 5 ¢ 8 mL de espessante (Tween 80 a 0,3%) e, com o
auxilio da alga de platina, foi feito o desprendimentodos esporos contidos no meio de cultivo
deixando a suspensdo homogénea. Com o auxilio de um pipetador, inoculou-se 1 mL de
suspensdo 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, até que todo o arroz estivesse coberto de esporos (Figura 10) . Apos o periodo
de cultivo do microrganismo, os erlenmeyers foram mantidos sob refrigera¢do por periodo

maximo de até 3 meses e utilizados como indculos nos ensaios de fermentagéo.

Figura 10 - Repique do Trichoderma reesei LCB 48 em arroz.
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3.4.3 Processo fermentativo

3.4.3.1 In6éculo do Trichoderma reesei LCB 48

O preparo do in6culo para as fermentagdes foi realizado adicionando-se 40 mL de uma
solugdo de Tween 80 a 0,3% (v/v) nos erlenmeyers contendo o arroz com esporos. Apos,
agitagdo, os esporos foram transferidos para béquer estéril com auxilio de gaze e algoddo
estéril para a contagem. A quantificagdo da suspensdo obtida foi feita através de contagem de
esporos em Camara de Neubauer espelhada. O volume da suspens@o de esporos adicionado ao

meio de fermentagdo foi ajustado de modo a se ter um indculo de 107 esporos por grama de

meio.

3.4.3.2 Fermentagdo

Em erlenmeyers de 250 mL contendo 10 g de bagago do pedinculo de caju, lavado,
agua destilada para obteng@o da umidade inicial, fonte de nitrogénio necessaria para os niveis
descritos na Tabela 3 e 4, foram autoclavados. Apés resfriamento o substrato foi inoculado
com suspensdo de esporos de 7. reesei. As suspensdes foram ajustadas para conter 10’esporos
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, aglcares redutores e atividade enzimatica expressa em

carboximetilcelulase.
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Figura 11 - Fermentagdo semi-solida em bagago do pedinculo do caju utilizando o
Trichoderma reesei LCB 48.

3.4.4 Extracdo das enzimas

A extragdo do complexo enzimatico foi realizada segundo o procedimento descrito por
Portela (2011): 10 g do meio fermentado foi incubado com 75 mL de tamp@o acetato de sodio
50 mM, pH 5,0, na temperatura de 28°C, velocidade de agitagdo de 150 rpm, por 30 minutos,
em incubadora shake da marca MARCONI. A amostra foi filtrada emgaze e algoddo, ambos
estéreis, para remog¢do dos esporos. O extrato enzimatico foi utilizado para a determinagdo da

atividade enzimatica expressa em carboximetilcelulase.

3.4.5Determinacio da atividade enzimatica

A atividade celulolitica analisada neste trabalho foi de endoglicanases, também
chamadas de carboximetilcelulases (CMCase), seguindo o procedimento descrito em Menezes
(2009), que se baseia na capacidade do extrato enziméatico em liberar aguicares redutores na
presenga de carboximetilcelulose devido a hidrdlise da fonte de celulose em glicose.

Para a andlise, foi colocado em um tubo de ensaio 1 mL do extrato enzimatico com 1
mL de uma solug¢do de carboximetilcelulose a 1% (m/v), preparada em tampdo acetato de
sodio 50 mM e pH 5,0, a uma temperatura de 50°C por exatos 60 minutos. Apds esse tempo,
foi retirado 1 mL do tubo de ensaio e colocado em outro tubo de ensaio com 1 mL DNS para

determinar a concentra¢do de aglcares redutores que seguiu semelhantemente a metodologia
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de Miller (1959) como descrita na caracterizagdo fisico-quimica do bagago do caju lavado e
sem lavar. Uma amostra em branco foi realizada para cada analise, e ao invés de colocar 1 mL
do extrato enzimatico com 1 mL da solugdo de carboximetilcelulose, colocou-se 1 mL do
extrato enzimatico com 1 mL de tampdo acetato de s6dio 50 mM e pH 5.,0. Dessa forma,
determinou-se a concentrag@o de agucares redutores do extrato enzimatico sem a presenga da
carboximetilcelulose (AR sem cmc) € a concentragdo de agucares redutores do extrato
enzimatico apos incubagio com a fonte de celulose (AR com cme)-

Uma unidade de atividade enzimaética (U) foi definida como a quantidade de enzima
capaz de liberar 1 pmol de glicose, por minuto, a 50°C e, neste trabalho, a atividade

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

ARy, x10® (AR — AR ) % 10%
U - Liberado — Com CMC Sem CMC 11
eHE gl 180 x 60 180 X 60 (1)
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA

A caracterizagdo foi realizada visando conhecer a composi¢do quimica do bagago do
caju com relagdo aos nutrientes presentes no residuo, ja que o mesmo foi utilizado como
substrato durante o processo de fermentagfo semi-solida para a produgéo das celulases.

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

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

Tabela 6 - Valores médios e desvio padriio dos pardmetros analisados na caracterizago fisico-
quimica do bagago do pedunculo do caju, lavado, seco a 55°C

Parimetros Valores
Densidade aparente (g/cm”) 0,42+0,00
Densidade real (g/cm3) 1,36+0,00
Porosidade 0,69+0,00

pH 5,45+0,01

Soélidos 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 bagago do pedunculo do caju foi de 7,02%.
Valor esse que corrobora com Amorim (2010), que em estudos de produgdo de celulase em
fermentagdo semi-s6lida, encontrou umidade de 7,37% para bagago de caju lavado in natura.
Resultado semelhante também foi encontrado por Campos (2011), em bagago de pedinculo

do caju in natura, o qual foi de 7,28%.
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O teor de umidade do meio de cultivo é um dos principais parmetros que influéncia a
fermentagdo em estado semi-solido, uma vez que tem a fungfio 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 4gua minima
necessaria ¢ 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 (mida, a mesma é
suficiente para o crescimento do microrganismo.

Um substrato devidamente umedecido deve possuir um filme superficial de 4gua
visando facilitar a dissolugfio e a transferéncia de nutrientes e de oxigénio. Porém, entre as
particulas de substrato deve haver canais que possibilitem a difusfio dos gases e a dissipagéo
de calor. Assim, se o nivel de umidade for elevado, implicara no decréscimo da porosidade do
meio, resultando na diminui¢do de trocas gasosas e o aumento da temperatura interna do meio
fermentado (PARIS, 2008).

Foi observado um pH de 5,45 para o baga¢o do pedinculo do caju lavado, valor
superior aos encontrados por Branddo et al. (2003) e por Alves et al. (2011) em bagago 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 bagago do pedinculo do caju, o qual resultou na
retirada dos acidos presentes no bagago in natura. Fato esse que também foi observado por
Amorim (2010) que obteve para o bagago do caju lavado e sem lavar valores de pH de 4,84 ¢
3,94, respectivamente. Segundo Papavizas (1985), em geral o fungo Trichoderma ¢
favorecido por valores mais baixos de pH, ou seja, pH 4cido.

O sélido solavel encontrado por Amorim (2010), em bagago de caju lavado, foi de 0,0
°Brix, valor igual ao do bagago de caju lavado utilizado nesta pesquisa. Segundo Moraes
(2011), os sélidos soltiveis contidos compreendem o total de solidos dissolvidos na agua,
como por exemplo, aglcares, sais, proteinas soluveis e dcidos. Logo o teor de solidos soliveis
apresentou esse valor em fungdo das lavagens feitas no bagago retirando praticamente todos
os sélidos soluveis contido no substrato.

A porcentagem de extrativos presentes no bagago de caju lavado (7,60%) ¢ 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 também com
bagaco de caju lavado, 14,66% em média. O baixo teor de extrativos encontrados nesse
trabalho possivelmente esta associado & eficiéncia do processo de lavagem do caju, que

proporcionou uma boa extragdo de taninos, 6leos essenciais, pectinas, compostos fenolicos e
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agucares simples presentes no substrato, fato que é bom para o processo de fermentago, ja
que os extrativos tem efeito inibitério no processo de conversdo da biomassa (FENGEL e
WEGENER, 1989).

A lavagem do pedinculo do caju foi uma estratégia adotada no presente trabalho, para
retirar do referido substrato substancias que poderiam reprimir a sintese enzimatica, como por
exemplo, a glicose que apesar de em geral ser excelente fonte para o crescimento celular é
reportada como repressora, quando em grande quantidade, para a produgdo de diversas
enzimas, sendo uma delas a celulase (BON et al., 2008).

A concentragio de agucares redutores (glicose e frutose) obtida para o bagago do
pedinculo do caju foi de aproximadamente 0,21%. Considerando-se que o substrato foi
lavado, o resultado estd de acordo com o obtido por Amorim (2010), que foi de 0,31%.

O percentual médio 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. Porém o teor de extrativos do autor citado foi superior ao encontrado neste
trabalho, sendo assim pode-se dizer que houve uma concentra¢io de celulose apds 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 € importante ja que € o polissacarideo
indutor para produgéo das celulases.

Para proteina bruta do bagago do pedunculo do caju foi obtido valor médio de 12,50%
em média o qual foi semelhante ao encontrado por Alcéntara (2008), em bagago do pedunculo
do caju seco (11,54%). Campos et al. (2003), ao caracterizar bagago de caju também observou
resultados bem préximos ao encontrados nesse trabalho, obtendo 10,74% de proteina bruta.

Na Figura 11 encontra-se a distribui¢do granulométrica do residuo do pedunculo do
caju lavado. Observa-se que 95,75% do bagago ficaram retidos nas peneiras de 20, 24 ¢ 35

mesh, 0 que corresponde aos tamanhos ,850; 0,710 € 0,425 mm.

51
Simone Aparecida da Silva Lins




4. Resultados e Discussdo

Figura 12 - Andlise granulométrica do bagago do pedtinculo do caju, lavado, seco a 55°C.
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A caracterizagdo fisica com relagdo a morfologia do substrato é essencial, sobretudo,
quanto ao tamanho e a porosidade, porque estas propriedades governam a éarea superficial
acessivel ao microrganismo (SANTOS et al., 2005).

Souza et al. (2010) em sua caracterizagdo para produgdo de poligalacturonase por
fermentagdo semi-solida utilizando residuo do maracuja como substrato, encontraram valores
semelhantes aos reportados nesse trabalho para a andlise granulométrica, sendo estes
proximos a 20, 24 e 35 mesh.

A densidade aparente (0,42g/cm3) revela que os residuos tendem a ndo se
compactarem completamente, segundo Santos (2007), fator propicio ao desenvolvimento de
microrganismo, visto que os espacos vazios criados pelo residuo sdo suficientes para a
circulagdo de ar.

A estrutura do substrato, sobretudo, tamanho e porosidade, determinam a érea
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 respiragdo e aeragdo do sistema sio dificultadas(SANTOS, 2007).

4.2 PROCESSO FERMENTATIVO

Neste item sfo apresentados e discutidos os resultados provenientes das cinéticas do

processo fermentativo semi-solido do bagago do pedunculo do caju, bem como a avaliagdo
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dos efeitos da umidade inicial e da fonte de nitrogénio inorganico na fermentagdo para a
producdo de CMCase utilizando o Trichoderma reeseiLCB 48. Os niveis utilizados e os

ensaios experimentais estfo apresentados na se¢io 3.4.1.

4.3.1 Perfil cinético do processo de fermentagio semi-sélida do bagago do pediinculo do
caju, lavado, seco a 55°C.

Na Figura 13, observa-se o perfil do processo de produg@o de CMCase usando o bagaco
do pedunculo do caju lavado como fonte de carbono incrementado com uma fonte de

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

Figura 13 - Perfil cinético do processo de produgdo de CMCase por fermentagdo semi-sélida
com Trichoderma reesei LCB 48 em bagaco de pedinculo do caju lavado, na umidade 45% e
fonte de nitrogénio 0,5%.
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A partir da figura 13, observa-se a ocorréncia de atividade enzimdtica ja com 24h de
cultivo, porém, o maior pico de atividade enzimética CMCase ocorre as 166 horas de
fermentacio, atingindo 0,65 U/g (0,087 U/mL). Nota-se também que ap6s esse periodo houve
um acimulo 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 inicio 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 estd
relacionada a produgdo de acidos pelo Trichoderma reesei. O comportamento constante do
pH no valor de 3,6 € caracteristico da produgdo de celulases produzidas por fungos
filamentosos. Segundo Ferreira (2010), os valores 6timos de pH para produgéo de celulases é
na faixa écida (3,6 - 5,0), enquanto que bactérias chegam a produzir celulases altamente ativas
em valores de pH alcalinos (SINGH, BATRA e SOBTI, 2001).

Ap6s 142 horas de fermentagdo 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 influéncia sobre o desempenho de fermentagdes, entretanto, seu controle durante o
processo € muito dificil. Viccini(2004), trabalhando com fermentagdo sélida usando fungos
filamentosos em cinéticas de 30 dias, observou em seus estudos a variagdio na disponibilidade
da 4gua, sendo que em todos os tratamentos o teor de umidade do substrato diminuiu ao longo
da fermentagdo.

Os resultados dos pardmetros estudados no Ensaio 02 estdo detalhados na Figura 14,
onde pode-se ver o perfil do processo de produgdo de CMCase usando o bagago do pedinculo
do caju como fonte de carbono incrementado com uma fonte de nitrogénio (0,50%) e uma

umidade inicial (65%).

Figura 14 - Perfil cinético do processo de produgdo de CMCase por fermentagdo semi-solida
com Trichoderma reesei LCB 48 em bagago de pedinculo de caju lavado, na umidade 65% e
fonte de nitrogénio 0,5%.
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Observou-se que para uma umidade inicial do meio de 65% o microrganismo encontrou
condi¢gdes desfavordveis para a produgdo 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 01.Este teor de umidade mostrou ser um fator negativo
na produgdo das celulases. Segundo Holker et al., (2004), o excesso de umidade resulta na
diminuigdo da porosidade, na baixa difusdo de oxigénio e na redugdio de trocas gasosas, que
prejudicam a respiragdo microbiana, afetando a produgdo do complexo enzimatico. Segundo
Santos (2007), sugere que nesse caso 0 microrganismo encontra condi¢des favoraveis ao seu
crescimento se desenvolvendo sem a necessidade de produgio de grandes quantidades de
enzimas. Em condigdes 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 produgéo
de enzimas por indugdo do substrato.

Na Figura 15representa-se o processo de produgdo de CMCase e o perfil dos pardmetros
estudados para o Ensaio 03, substrato bagago do pedinculo do caju lavado foi incrementado

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

Figura 15 - Perfil cinético do processo de produgdo de CMCase por fermentagdo semi-sélida
com Trichoderma reesei LCB 48 em bagago de pedinculo de caju lavado, umidade inicial
45% e fonte de nitrogénio de 1%.
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Neste ensaio, verifica-se que o pico de produgdo da enzima ocorreu em 118 horas com

atividade de 0,65 U/g. Apo6s atingir o pico de atividade enzimatica, percebe-se um processo de
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inibi¢do da enzima, € 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
produgdo de celulase em bagago de caju lavado usando o Trichoderma sp., a qual verificou
pico de produgdo seguido de processo de inibigdo da enzima. A autora sugere que essa
diminui¢do da atividade pode ser atribuida ao efeito cumulativo de oligossacarideos
especialmente celobiose, um dimero de glicose, que é conhecido por inibir tanto
endoglicanases como B-glicosidases.

Ao compararmos com o Ensaio 02 com o Ensaio 01 verifica-se que o aumento da fonte
de nitrogénio promoveu uma maior atividade de CMCase (0,65 — 0,71 U/g). Amorim (2010)
também observou que uma maior atividade enzimatica foi atingida quando a adi¢@o de fonte
de nitrogénio 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 cinético dos parametros estudados no Ensaio 04, que

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

Figura 16 - Perfil cinético do processo de produgido de CMCase por fermentagdo semi-solida
com Trichoderma reesei LCB 48 em bagago de pedunculo de caju lavado, na umidade inicial
65% e fonte de nitrogénio 1%.
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Nos Ensaios 02 e 04 foram utilizados 65% de umidade inicial e percebeu-se que para
essa condi¢do obteve-se uma maior atividade enzimatica quando a adi¢io de fonte de
nitrogénio foi de 1% (Ensaio 04) com um valor de 0,37 U/g (0,05 U/mL). Este valor de
atividade ¢ superior ao citado por Rodriguez-Zifiigaet al. (2011) para CMCase obtida em 72 h
a partir de residuo de cana-de-agucar, 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 condi¢gdes eram: umidade de 55% e
incremento de fonte de nitrogénio de 0,75%. A Figura 17 apresenta as cinéticas dos processos

para esses ensaios.

Figura 17 - Perfil cinético do processo de produgdo de CMCase por fermentagdo semi-solida
com Trichoderma reesei LCB 48 em bagaco de pedunculo de caju lavado, na umidade inicial
55% e fonte de nitrogénio 0,75% (Ponto Central).
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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 concentrag@o de agucares
redutores apresentaram em geral desvios-padrdes aceitdveis. Ao trabalhar com processos
biolégicos e fungos filamentosos, por se tratarem de processos complexos, 0s erros minimos
geram uma diferen¢a consideravel nos resultados.

Apo6s 166 horas houve uma queda do teor de umidade, bem como uma maior
variabilidade dos resultados. Doelle et al. (1992), afirmaram que variagdo da disponibilidade

de 4gua pode ser afetada pela a¢fo dos microrganismos sobre o substrato, como pela oxidagéo
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dos carboidratos que libera 4gua, ¢ um aumento do calor liberado pelo processo metabélico
capaz de elevar a temperatura do substrato, provocando um decréscimo no teor de umidade
devido a evaporagdo. Assim, tanto a evaporagdo quanto a formagio de dgua ocorrem em
processos de fermentagdo semi-solida, sendo que o aumento ou o decréscimo na
disponibilidade refletira a diferenga na contribui¢do relativa de cada processo.

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

de todos os ensaios do planejamento.

Figura 18 - Comportamento cinético das atividades expressas em CMCase de todos os ensaios
do planejamento.
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Analisando a Figura 18¢é 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 nitrogénio, o qual apresentou pico atividade enzimdtica expressa em
CMCase de 0,71 U/g (0,095 U/mL) em 238 horas de fermentagé@o. O valor encontrado neste
trabalho foi semelhante aos reportados na literatura para CMCase obtida a partir de diversas
fontes lignoceluloliticas. Guimardes ¢ Conrado (2011) ao estudar a produgio de enzimas
celuloliticas por fermentagdo 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
fermentagdo semi-solida com bagago de caju para produgdo de celulases utilizando condi¢des

otimizadas com fungo filamentoso Trichoderma sp, obteve valores proximos de atividade
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enzimdtica expressa em CMCase, que foi 0,77 U/g. Lopes et al. (2008), estudando a produgio
de celulase por Trichoderma sp. T676 por fermentagdo semi-sélida com bagago de cana-de-
agucar, encontraram uma atividade enzimética de 0,042 U/mL em 72 horas de fermentac#o.

Mendoza (2009) obteve atividade da endoglicanase de 0,032 U/mL apds 9 dias de
cultivo. Ja em seu trabalho Basso et al. (2010) apresentaram valor 0,5 U/mL ao trabalhar com
bagago de cana-de-agucar usando Trichoderma reesei QM9414, apés 15 dias de fermentagio.
Amorim (2010), trabalhando com producdo de celulases por fermentagfio semi-solida em
bagago 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
enzimadtica expresso em CMCase, 0,65 e 0,71 U/g, respectivamente, mostrando que o menor
teores de umidade proporcionaram aumento na produgédo de celulases.

Segundo Murthy et al. (1993), o teor de umidade do substrato € um dos fatores que mais
afetam o crescimento microbiano ¢ a formacgdo 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 penetragfio de micélio para a utilizagdo do substrato.

4,3.2 Anidlise do processo fermentativo utilizando a metodologia de superficie de
resposta.

O processo fermentativo foi realizado avaliando a influéncia de dois fatores da produgéo
de enzimas CMCases, para tal foi adotada a metodologia de planejamento fatorial 2° com
quatro repeti¢es no ponto central. Foram avaliadas: umidade inicial e fonte de nitrogénio. Os
valores definidos para os niveis minimos e maximos, bem como os pontos centrais referentes
a cada variavel estdo descritos na se¢fio 3.4.1. Através do programa computacional Statistica
TM (Versdo 5.0, da Statsoft, Inc.) calculou-se os efeitos principais das varidveis e suas
interages, bem como dados relativos & Andlise de Varidncia (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 enzimética maximas expressa em CMCase para cada

ensaio do planejamento experimental.
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Tabela 7 - Dados experimentais de atividade enzimética ¢ produtividade maxima para cada
ensaio do plangjamento.

Ensaio U g.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 regressdo um modelo linear que apresenta
estimativas com 95% de confianca. Este modelo de regressio dos dados experimentais,
juntamente com valores codificados das variaveis independentes. Foi proposto para
representar a atividade enzimatica CMCase em fungfio da adigio de fonte de nitrogénio e de

umidade inicial, € apresentado na Equagéo 12 .
cMCase (V/g) = 0,4523 — 0,208U + 0,068N + 0,038UN (12)

Como se pode observar na Tabela 8, o modelo apresentou regressdo significativa ao
nivel de 95% de confian¢a, com R igual a 0,924, evidenciando que o modelo explicou 92,4%
da variagdo dos dados experimentais. O coeficiente de determinagéo (R?) ¢ uma medida da
qualidade do ajustamento de regressdo & nuvem de pontos, o qual pode ser expresso em
percentual, multiplicando o resultado por 100. Quanto mais proximo de 100 estiver o R?,
melhor ¢ o ajuste dos dados ao modelo.

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

enzimaticas maximas expressas em CMCase.
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Tabela 8 - Andlise de varidncia (ANOVA) para a atividade enzimatica CMCase.

Fonte de Soma Grau de Média Teste F
variacio Quadritica Liberdade Quadritica Fealc Fabse)  Fea/Fuap
Regressdo 0,1946 3 0,0649 15,122 6,59 2.29
Residuo 0,0172 4 0,0043
Total 0,2118 7
R’ 0,924

O valor do Fcalculado da regressdo foi aproximadamente duas vezes maior que o
Ftabelado. Segundo Box et al., (1978) sempre que essa relagdo for maior que 1,00 a regresséo
¢ 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 andlise da variavel dependente

atividade enzimatica CMCase.

Figura 19 - Diagrama de pareto para a andlise da variavel dependente atividade enzimatica
CMCase.
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Ao analisar a Figura 19, confirmou-se que a varidvel que apresentou influéncia
significativa no aumento da produgdo 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 significincia estatistica apresentada pela curvatura indica que na faixa de
valores avaliados o comportamento da resposta (atividade enzimatica CMCase) ndo haveria
necessidade de usar modelo quadritico.

A Figura 20representa a superficie de resposta e as curvas de contorno para o pico da
atividade CMCase em fun¢do da umidade inicial e do teor da fonte de nitrogénio, geradas
através do modelo proposto (Equagdo 12).

Figura 20 - Superficie de resposta e curva de contorno em fung¢io da umidade inicial e da
fonte de nitrogénio para o pico de atividade enzimatica CMCase.
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A superficie obtida e as curvas de contorno confirmam a analise dos efeitos e permitem
visualizar a varia¢do da resposta em fungdo das varidveis umidade inicial e teor da fonte de
nitrogénio, dentro das faixas utilizadas. E possivel verificar através da superficie e curvas de
contorno que quando se fixa a umidade abaixo de -0,8 para qualquer valor de fonte de
nitrogénio tem-se 0 maximo de atividade enzimatica.

Por meio das andlises feitas é possivel inferir que a umidade foi o tinico fator que
realmente influenciou no aumento da produgdo enzimatica expressa CMCase utilizando o

Trichoderma reesei .CB 48 na fermentagdo, e que a baixa umidade proporcionou as melhores
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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
auséncia de 4gua livre sdo os que melhor se adaptam a ambientes com reduzida umidade e por
isso sdo tdo usados em fermentagdes semi-sélidas.

Alcéntara (2008), avaliando a influéncia da umidade inicial e do teor da fonte
nitrogénio, na fermentag¢fio de bagaco de caju para produgdo de pectinases utilizando fungo
filamentoso, concluiu que a concentragdo de sulfato de amonio influéncia de forma negativa
as atividades enzimaticas, enquanto a umidade inicial influencia de forma positiva essas
respostas.

Kempka et al. (2008) estudando a otimizagdo da produgdo e caracterizagdo da lipase
produzida por fermentagdo soélida pelo fungo filamentoso Penicillium verrucosum,
observaram que a umidade inicial do substrato foi um os principais fatores que afetaram a

produ¢do enzimatica.

63
Simone Aparecida da Silva Lins



5.Conclusoes

5. CONCLUSOES

Mediante os resultados obtidos pode-se concluir:

1 — A caracterizagdo do residuo do bagago do pedunculo do caju demonstrou que este € um
substrato com potencial para ser utilizado na fermentagdo para produgdo de enzimas
celuloliticas, principalmente por apresentar um percentual de celulose (35%) satisfatorio, ja

que esse componente € conhecidamente um excelente indutor dessas enzimas.

2 - A maior produgdo de enzima celulase expressa em CMCase foi 0,71 U/g (0,095 U/mL)

obtida em 238 horas, nas condi¢des de 45% de umidade inicial e 1% de fonte de nitrogénio.

3 - A utilizagdo da metodologia de planejamento experimental fatorial 2? permite observar
que a umidade inicial do substrato é uma varidavel determinante na produgdo das enzimas
CMCases, e que o nivel minimo de umidade (45%) proporcionou os maiores valores de

produgdo de CMCase.

4 - Os dados experimentais ajustaram-se ao modelo linear, explicando 92,4% da variagdo dos
dados. Com 95% de confianga, 0 modelo obtido que descreve o comportamento da atividade

de CMCase em relagéo as varidveis € estatisticamente significativo.
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