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RESUMO

As celulases sdo enzimas capazes de hidrolisar a ligagdo B-1,4-
glicosidica da cadeia da celulose, que é o principal componente da
parede celular da biomassa vegetal. Um dos principais obstaculos para a
utilizacdo das celulases em larga escala é o seu custo de producéo que
ainda é elevado, e uma alternativa é o cultivo microbiano em residuos
agroindustriais por fermentacdo em estado solido (FES). Com
importancia ambiental, o residuo de acerola, rico em materiais
lignoceluldsicos, apresenta um potencial para a obtencdo desse tipo de
enzima. Diante deste contexto, este trabalho teve como objetivo estudar
a producao de celulases por meio do processo de fermentagdo em estado
s6lido do residuo agroindustrial da acerola, utilizando o microrganismo
Trichoderma reesei. O residuo foi caracterizado fisico-quimicamente,
quanto & granulometria, densidade aparente, densidade real, porosidade
do leito, pH, solidos sollveis, aglcares redutores e redutores totais,
pectina, umidade, cinzas, lignina, hemicelulose, alfa-celulose,
holocelulose e extrativos. Foram construidas as isotermas de adsorgdo
de umidade do residuo de acerola para as temperaturas de 25, 30, 35 e
40 °C. Em seguida, realizou-se um estudo da producdo de celulases por
FES, avaliando ao longo do tempo, o pH, a umidade, a concentracdo de
aclcares redutores e a atividade enzimatica, expressa em
carboximetilcelulase. Avaliou-se também a influéncia da umidade
inicial e concentracdo da fonte de nitrogénio, sob a atividade enzimatica
(carboximetilcelulase). Numa etapa seguinte realizou-se um estudo da
extracdo das enzimas avaliando a influéncia da agitagdo, do tempo e da
propor¢cdo massa de fermentado e volume de solvente, sob a atividade
enzimatica (carboximetilcelulase). Por fim, verificou-se a estabilidade
das enzimas produzidas frente a variagdes da temperatura e do pH. A
caracterizacdo fisico-quimica do residuo de acerola demonstrou a
viabilidade de sua utilizacdo no processo de FES para produgdo de
celulases. Os resultados obtidos no estudo da producdo de celulases
apontaram que o ensaio realizado com 45 % de umidade e concentracao
de nitrogénio de 1,00 %, foi o que apresentou melhor condicéo, pois, a
partir de 120 horas do processo este ensaio obteve os maiores valores
para atividade enzimética, chegando a valores acima de 1,25 U.g” em
216 horas de fermentacdo. J& no estudo de extracdo das celulases,
destacou-se 0 ensaio 8 da matriz do delineamento fatorial, no qual
utilizou-se uma agitacdo de 150 rpm, 45 minutos de extracdo e
proporcdo de massa de fermentado e volume de solvente de 01:45
(9.mL™), condicdo na qual foi obtida a maior atividade enzimatica, com



2,15 U.g™. Por fim, verificou-se que as celulases produzidas com
residuo de acerola apresentaram boa estabilidade térmica até a
temperatura de 50 °C, apresentando, no minimo, 85,42 % da atividade
maxima determinada nas condicdes padrao. Ja com relagdo a variacoes
no pH, as enzimas produzidas nesse estudo sdo instaveis em pH 2,5
exibindo 51,40 % de sua atividade maxima, mas apresentam boa
estabilidade para pH entre 3,5 e 55. Os resultados deste estudo
forneceram informacGes importantes para a futura aplicacdo do residuo
agroindustrial de acerola como substrato para processos de fermentagéo
em estado solido, objetivando a producéo de celulases.

Palavras-chave:  Celulase. Residuo  agroindustrial.  Acerola.
Fermentagdo em Estado Sélido. Trichoderma reesei.



ABSTRACT

Cellulases are enzymes capable of hydrolyzing the bond [-1,4-
glycosidic of cellulose chain, which is the main component of the cell
wall of biomass. One of the main obstacles to the use of cellulases in
large scale is its cost of production that is still high, and an alternative is
the microbial cultivation of agro-industrial waste by solid state
fermentation (SSF). With environmental importance, the residue of
acerola, rich in lignocellulosic materials, presents a potential for
obtaining such enzyme. Given this context, this study aimed to study the
production of cellulase by the method of solid-state fermentation of
agroindustrial waste of acerola, using Trichoderma reesei
microorganism. The residue was characterized chemically-physical, as
the particle size, bulk density, real density, the bed porosity, pH, soluble
solids, reducing sugars and total reducing, pectin, moisture, ash, lignin,
hemicellulose, alpha-cellulose, holocelulose and extractives . It was
constructed the acerola residue moisture adsorption isotherms for
temperatures of 25, 30, 35 and 40 ° C. Then, it was made a study of
production of cellulases by SSF, evaluating over time, pH, moisture,
reducing sugar concentration and enzymatic activity, expressed as
carboxymethylcellulase. Also, it was evaluated the influence of the
initial moisture content and concentration of nitrogen source in the
enzyme activity (carboxymethylcellulase). In a next step it was carried
out a study of the extraction of enzymes evaluating the influence of
agitation, time and proportion mass fermented and volume of solvent in
the enzyme activity (carboxymethylcellulase). Finally, it was found the
stability of the enzymes produced against changes in temperature and
pH. The physicochemical characterization of acerola residue
demonstrated the feasibility of its use in the SSF process for the
production of cellulases. The results obtained in the study of cellulase
production pointed out that the test carried out with 45% moisture and
1.00% nitrogen concentration, showed the best condition because, from
120 hours to process this test got the greatest values for enzyme activity,
reaching above 1,25U.g™ values at 216 hours of fermentation. In the
study of extraction of cellulases, stood out the test 8 of the factorial
design matrix, which used a stirring of 150 rpm, 45 minutes of
extraction and mass ratio of fermented volume and solvent 1:45 (g.mL"
1, a condition in which was obtained the highest enzymatic activity,
with 2.15 U.g™. Finally, it was found that cellulases produced from
acerola residue showed good thermal stability up to the temperature 50°
C, with at least, 85.42% of the determined maximum activity at standard



conditions. In relation to variations in pH, the enzymes produced in this
study are unstable at pH 2.5 showing 51.40% of its maximal activity,
but exhibit good stability to pH between 3.5 and 5.5. The results of this
study provided important information for the future application of agro-
industrial acerola waste as a substrate for fermentation processes in solid
state, aiming the cellulases production.

Keywords: Cellulase. Agroindustrial waste. Acerola. Solid state
fermentation.Trichoderma reesei.
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1 INTRODUCAO

Os processos industriais geram multiplas saidas de materiais em
forma de residuos ndo incorporados no produto final, que geralmente
sdo aceitas como efeito normal no processo de fabricacdo. Desta forma,
milhares de toneladas de residuos agroindustriais sdo gerados no
processamento de matérias-primas de diversas culturas. Grande parte
deste residuo ndo tem aplicacdo, gerando contaminacdo ambiental
originada do tratamento inadequado, como queima a céu aberto,
descarte ou enterro desses residuos.

Representando 5 % da produgdo mundial de frutas, o Brasil
produz anualmente mais de 43 milhdes de toneladas, sendo
caracterizado como o terceiro produtor mundial. Estes dados trazem
como consequéncia um aumento no nimero de agroindustrias instaladas
no pais, o que gera um crescimento na producdo de residuos
agroindustriais de origem vegetal (LOUSADA JUNIOR et al., 2005).
Desta forma, varias estratégias estdo sendo utilizadas para minimizar
estes impactos ambientais, como por exemplo agregar valor a estes
subprodutos, gerando maior interesse econdmico e ambiental (SOUSA
etal., 2011b).

Por conta disso, nos ultimos anos tem se intensificado o estudo
do aproveitamento de residuos, especialmente os agroindustriais de
origem vegetal, tais como polpa e folhas de café, residuos de frutas,
bagaco de mandioca, farelo de soja, bagaco de cana-de-aclcar, polpa de
beterraba, etc. Varios processos biotecnoldgicos foram desenvolvidos
para utilizar esses materiais na producdo de alcool, enzimas e &cidos
organicos, gerando produtos de grande valor econdmico e atendendo a
proposta ZERI “Zero Emissions Research Initiative”, que estabelece
uma mudanca de paradigmas no conjunto das atividades econémicas,
particularmente dos processos de producdo industrial. Essa estratégia
objetiva a transformagao da matéria-prima em bens Gteis sem danificar o
meio ambiente, colocando os residuos e emissdes como insumos para
outros produtos (ISRAEL, 2005).

Formados principalmente por trés componentes, a celulose, a
hemicelulose e a lignina, os residuos agricolas de origem vegetal, em
sua maioria, sdo materiais lignocelulésicos, que podem ser utilizados
naturalmente como fonte de carbono por diversos microrganismos, em
diversos processos, como por exemplo na hidrolise da celulose por acéo
de enzimas, denominadas celulases (BADHAN et al., 2007).

As celulases sdo enzimas capazes de hidrolisar a ligagdo pB-1,4-
glicosidica da cadeia da celulose, que é o principal componente da
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parede celular da biomassa vegetal. Essas enzimas tém uma ampla
variedade de aplicagdes industriais, sendo utilizadas como aditivo no
preparo de enzimas digestivas, como componente de detergentes, no
clareamento e amaciamento de fibras téxteis, no tratamento de aguas
residuais, na indudstria de alimentos para aumentar o rendimento da
extracdo de amido e 6leos vegetais e como aditivos de ragdo animal.
Atualmente, as celulases tém sido bastante aplicadas na producdo de
bioetanol durante a etapa de hidrdlise da biomassa lignoceluldsica para
conversdo da celulose em glicose. Os principais obstaculos a exploracéo
em potencial da celulase sdo rendimento, estabilidade, especificidade e
custos de producado que ainda ¢ elevado (ALAM et al., 2008).

Uma alternativa para a obtencdo de celulases com provavel
menor custo de producdo € o cultivo microbiano em residuos
agroindustriais de origem vegetal por fermentacdo em estado solido
(FES), que trata-se de um processo em que 0S microrganismos crescem
sobre ou dentro de particulas em matriz s6lida, onde o conteldo de
liquido ligado a ela estd em um nivel de atividade de 4gua que assegure
0 crescimento e o metabolismo das células sem exceder a maxima
capacidade de ligacdo da 4gua com a matriz solida (DEL BIANCHI et
al., 2001). Devido aos baixos niveis de agua nesse tipo de sistema, 0s
fungos filamentosos tém recebido a maioria das aten¢Bes nas atuais
pesquisas, pois apresentam maior capacidade de crescimento em baixas
guantidades de agua livre, uma vez que se adéquam ao meio e excretam
grandes quantidades de enzimas nestas condicdes.

Os processos fermentativos sdo largamente utilizados para
obtencdo de celulases e outras enzimas (ORLANDELLI et al., 2012). Os
fungos, em funcdo da sua alta capacidade de produzir a celulase,
caracteristicas de reproducdo e crescimento, adaptam-se facilmente a
diversos substratos, dentre eles os residuos agricolas e agroindustriais de
origem vegetal (TAVARES et al., 1998). Assim, sdo capazes de realizar
a degradacdo da celulose, utilizando-a como fonte de carbono (GRIMM
etal., 2005).

Os fungos filamentosos apresentam grande distribuicdo na
natureza, e hoje caracterizam-se por uma grande importancia comercial.
As pesquisas para identificacdo e isolamento de microrganismos capazes
produtores celulases tem crescido nos Gltimos anos, e 0s estudos tem
utilizado fungos filamentosos como Trichoderma, Penicillium,
Aspergillus e Fusarium. A espécie Trichoderma reesei é a mais utilizada
pela elevada producdo especifica de celulases, principalmente quanto as
fracOes de endoglicanase e celobiohidrolase (SINGHANIA et al., 2010;
WEN et al., 2005).
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Como um exemplo de um residuo agroindustrial de origem
vegetal com grande potencial biotecnol6gico, pode-se citar o residuo de
acerola. Com uma producdo de mais de 22 mil toneladas no ano de
2006, a producdo da acerola (Malpighia sp.) no Brasil pode ser
relacionada a um grande impacto ambiental, pois desta producdo,
aproximadamente 53 % é destinado ao processamento, gerando um
grande volume de residuo que ndo é utilizado na alimentacdo humana
(IBRAF, 2009).

A acerola é originaria da América Central, e ja foram
identificados varios compostos bioativos na sua composi¢do, como
malvidina-3,5-diglicosilada, cianidina- 3-monoglicosilada,
pelargonidina, acido clorogénico, acido cafeico, 4cido cumaérico, 4cido
ferulico, quercetina, caempferol, a-caroteno, f-caroteno e f-
criptoxantina (VENDRAMINI e TRUGO, 2004). Além de substancias
com importancia nutricional, o residuo de acerola, rico em materiais
lignoceluldsicos, apresenta um potencial a ser utilizado como fonte de
carbono para a obtencédo de enzimas (BADHAN et al., 2007).

Na literatura consultada, ainda ndo foram encontrados estudos
com o0 objetivo da producdo de enzimas a partir de residuos
agroindustriais do processamento da acerola, enfatizando seu potencial
inovador. Dentro desse contexto, vislumbra-se a possibilidade de obter
concentrados de enzimas celuloliticas por meio do processo de
fermentacdo em estado sdlido com o residuo de acerola utilizando um
fungo filamentoso para producgdo dessas enzimas.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Estudar a producdo de celulases por meio de um processo de
fermentacdo em estado s6lido do residuo agroindustrial da acerola,
utilizando como agente metabolizador o microrganismo Trichoderma
reesei.

1.1.2 Objetivos especificos

- Caracterizar fisico-quimicamente o residuo de acerola quanto a sua
granulometria, densidade aparente, densidade real, porosidade do leito,
pH, soélidos sollveis, aglcares redutores, pectina, umidade, cinzas,
lignina, hemicelulose, alfa-celulose, holocelulose e extrativos;
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- Construir as isotermas de adsorcdo de umidade do residuo de acerola;

- Estudar a producéo de celulases por fermentacdo em estado sélido do
residuo de acerola com o microrganismo Trichoderma reesei, avaliando
ao longo do tempo, o pH, a umidade, a concentracdo de aglcares
redutores e a atividade enzimatica, expressa em carboximetilcelulase;

- Avaliar a influéncia da umidade inicial de fermentacdo e a
concentracdo da fonte adicional de nitrogénio, sob a atividade
enzimatica (carboximetilcelulase);

- Avaliar, na extragdo da enzima, a influéncia da agitacéo, do tempo e da
proporcdo massa de fermentado e volume de solvente, sob a atividade
enzimatica (carboximetilcelulase);

- Avaliar a estabilidade das enzimas produzidas por fermentagcdo em
estado solido frente & variagfes da temperatura e do pH.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 ENZIMAS CELULOLITICAS

Enzimas celuloliticas sdo hidrolases capazes de clivar as
ligagdes O-glicosidicas de polimeros presentes nos materiais
celulésicos, promovendo sua hidrolise. Estas enzimas séo
biocatalisadores especificos para a liberacdo de acglcares, dos quais
glicose € o que desperta maior interesse industrial (CASTRO e
PEREIRA-JUNIOR, 2010).

2.1.1 Classificacao das celulases

Podendo ser definidas como hidrolases que clivam ligages O-
glicosidicas, as enzimas do complexo celulolitico sdo classificadas de
acordo com seu local de atuagdo no substrato celulésico. S&o divididas
em trés grandes grupos: as endoglucanases (EnG), que clivam ligagoes
internas da fibra celuldsica; as exoglucanases (ExG), que atuam na
regido externa da celulose; e B-glicosidases (BG), que hidrolisam
oligossacarideos soltveis em glicose (LYND et al., 2002).

Endoglucanase (endo-1,4-B-D-glucanase, EC 3.2.1.4) ¢é a
enzima do complexo celulolitico responsavel por iniciar a hidrolise, que
atua randomicamente nas regides internas da fibra celulésica. Séo
liberados oligossacarideos de diversos graus de polimerizacdo (GP) e,
por conseguinte, novos terminais (um redutor, quando a glicose possui
uma hidroxila heterosidica livre e um néo redutor, quando a hidroxila
heterosidica da molécula da extremidade participa de ligacdo com a
glicose adjacente). As carboximetilcelulases estdo classificadas como
endoglucanases (LYND et al., 2002; FERREIRA et al., 2011).

O grupo das exoglucanases (ExG) € constituido por
celobiohidrolase (CBH) e glucano-hidrolase (GH) (CASTRO e
PEREIRA-JR, 2010). A CBH (exo-1,4-B-D-glucanase, EC 3.2.1.91)
participa da hidrolise primaria da fibra e é responsavel pela
amorfogénese, que é um fendémeno que envolve ruptura fisica do
substrato, desestratificando as fibras, devido ao aumento das regides
intersticiais. Este fendmeno promove aumento na taxa de hidrdlise, por
tornar amorfas as regides cristalinas do polimero, deixando-o mais
exposto as celulases (ZHANG e LYND, 2004).

O grupo de enzimas do complexo celulolitico que engloba a b-
glicosidase (1,4-B-D-glicosidase) é capaz de hidrolisar celobiose e
oligossacarideos soltveis em glicose (LYND e ZHANG, 2002).
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2.1.2 Aplicacédo das celulases

A utilizacdo de enzimas celuloliticas em processos industriais
tem demonstrado grande relevancia, desde a sua aplicacdo no
beneficiamento de produtos na industria farmacéutica, téxtil, de papel,
alimenticia, na producdo de etanol, dentre outras (FERREIRA et al.,
2011).

A producéo de celulases em escala industrial teve seu inicio na
década de 80, sendo aplicada como aditivo para racdo animal e como
insumo para a industria de alimentos, e posteriormente foram utilizadas
em larga escala nas industrias téxtil; nas inddstrias de polpa e papel e em
lavanderias, amenizando o desgaste das pegas (CASTRO e PEREIRA-
JR, 2010; COELHO, 2008).

A partir da década de 90, as celulases e as hemicelulases
representavam cerca de 20 % do mercado mundial de enzimas (BHAT,
2000). Ja no cenario nacional, em 2008, as celulases movimentaram um
montante de aproximadamente USD 1,35 milhdo (CASTRO e
PEREIRA-JR, 2010).

O desenvolvimento da tecnologia da producgdo de celulases para
a sua aplicacdo na hidrdlise de materiais lignocelulésicos tem tido
importante papel. Na producdo de etanol a partir de materiais
lignoceluldsicos, a utilizacdo das celulases representa grande impacto no
processo, podendo representar até 18 % do custo operacional de uma
planta, porém estudos aprofundados para o desenvolvimento de
processos viaveis para a producdo de etanol de segunda geracdo ainda
sdo necessarios (CASTRO e PEREIRA-JR, 2010).

2.1.3 Produgdo de celulases por agao microbiana

As investigacdes que apresentam como objetivos a identificagéo
e isolamento de microrganismos capazes de produzir celulases tém se
intensificado, principalmente sobre o sistema de celulase de fungos
filamentosos, como Trichoderma, Penicillium, Aspergillus e Fusarium
(AFONSO, 2012). Apresentando elevada producdo especifica de
celulases, o microrganismo mais estudado é o Trichoderma reesei,
principalmente quanto as fragbes de endoglucanase e celobiohidrolase
(SINGHANIA et al., 2010; WEN et al., 2005). J& os fungos do género
Aspergillus sdo conhecidos por produzirem coquetéis enzimaticos com
altas concentragdes da enzima B-glicosidase. Outros microrganismos
como fungos termofilicos aerdbios, fungos mesofilicos anaerdbios,
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bactérias termofilicas e mesofilicas, aerdbias e anaerdbias, também sdo
capazes de produzir celulases ativas (GOMES et al., 2009).

As técnicas de isolamento de microrganismos produtores de
celulases tém sido estudadas e aprimoradas, principalmente em relagéo a
melhorias no processo de producéo e aplicagdo de celulases, bem como
aspectos relativos a clonagem e expressdo de genes para aumento da
expressao microbiana destas enzimas, bem como a purificacdo e
caracterizacdo de componentes do complexo enzimatico. O
entendimento sobre 0s mecanismos de ataque a celulose, a determinacéao
das estruturas tridimensionais das celulases e a demonstracdo do
potencial industrial dessas enzimas tém sido o foco de diversos estudos
(CASTRO e PEREIRA-JR, 2010).

2.2 FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO (FES)
2.2.1 Definices

A fermentacdo em estado solido (FES) pode ser definida como
0 crescimento de microrganismos em materiais sélidos na auséncia de
agua livre, no entanto, o substrato deve conter umidade suficiente,
existente na forma adsorvida na matriz solida (SOCCOL e
VANDENBERGHE, 2003).

Na FES, a producéo de celulases por microrganismos ocorre na
auséncia ou quase auséncia de agua livre (CASTRO e PEREIRA-JR,
2010; PANDEY, 2003). A agua possui diversas fungdes em um
bioprocesso, tais como a difusdo de nutrientes no meio reacional e a
absorcdo destes pelos agentes microbianos, bem como a remocdo de
metabdlitos; e a manutencdo da funcdo e estabilidade de estruturas
bioldgicas, como proteinas, nucleotideos e carboidratos, da estabilidade
da estrutura lamelar e da conservagdo da permeabilidade da membrana
plasmética. A agua presente nesses sistemas encontra-se complexada
com a matriz solida de substrato ou como uma fina camada absorvida
pela superficie das particulas (CASTRO e PEREIRA-JR, 2010).

Algumas caracteristicas da fermentacdo em estado sélido séo:
alta produtividade, alta concentracdo dos produtos e também menor
requerimento de espago e energia. Por outro lado, apresentam
dificuldades no controle das possiveis variaveis do processo
fermentativo (pH, temperatura, umidade e crescimento celular) e a
necessidade de volumes relativamente grandes de indculo. Nesse tipo de
processo, o principal fator limitante, no entanto, refere-se a dificuldade
de vérios grupos microbianos em crescer sob baixos teores de umidade,
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0 que acaba favorecendo o uso de fungos filamentosos no processo,
devido os mesmos se adaptarem bem a essa condi¢do (PANDEY, 2003).

A Figura 1 apresenta 0s processos que ocorrem durante a FES.
Apobs a esporulacdo, a hifa fungica é desenvolvida em uma matriz
micelial que se espalha pela superficie das particulas que compdem o
substrato s6lido. A partir da matriz micelial, as hifas aéreas projetam-se
no espago gasoso, enquanto outras penetram no substrato, se
desenvolvendo dentro dos poros preenchidos por liquido. Em niveis
normais de umidade, 0s espacos vazios entre as hifas aéreas sdo mais
susceptiveis de ser preenchido com gas, ao passo que 0S espagos vazios
no interior do tapete micelar e dentro do substrato sdo preenchidos com
o0 liquido. As atividades metabolicas ocorrem principalmente proximo
da superficie do substrato e dentro dos poros. Entretanto, regides
expostas ao micélio também apresentam metabolismo e pode haver
transporte de substancias da hifa penetrativa para a aérea (HOLKER e
LANZ, 2005).

As enzimas hidroliticas que sdo produzidas pelo micélio,
difundem-se para a matriz sdlida e catalisam a degradacdo de
macromoléculas em unidades menores, que servem como nutrientes
para o fungo. O oxigénio é consumido e sdo produzidos durante a
fermentacédo o gas carbdnico, 4gua, aquecimento e produtos bioquimicos
(HOLKER e LANZ, 2005).

Desta forma, os gradientes se desenvolvem dentro do biofilme
que forca o oxigénio a se difundir da fase gasosa para as regides mais
profundas do biofilme e o gas carbbnico destas regifes para a fase
gasosa. O aquecimento gerado leva a um aumento de temperatura, 0 que
€ um sério problema durante a FES. O calor é entdo removido do
substrato, ndo somente pela via de conducdo, mas também por meio da
evaporagdo, que é parte do equilibrio complexo de agua no sistema
(HOLKER e LANZ, 2005).

Paralelamente a evaporagdo, o equilibrio de agua inclui a
absorcédo de agua pelo micélio durante o crescimento, consumo de agua
durante as reacdes de hidrolise e producdo de agua na respiracdo
(HOLKER e LANZ, 2005).

Outro fator importante é o pH, que pode ser modificado devido
a liberacédo de acidos de carbono e a troca de amoénia (HOLKER e LANZ,
2005).

Os produtos bioquimicos de interesse que sdo liberados na
matriz so6lida e os espacos preenchidos por liquido podem absorver o
solido e pode ser necesséria uma extracdo no final do processo
(HOLKER e LANZ, 2005).
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Figura 1 - Crescimento de fungos utilizando substratos sélidos.

A

Hifa micelial

Matriz micelial

% Poro do substrato
02 ‘
+
->H,0
4

. Hifa penetrativa

™, -
\ <
\ o« T~/
2 N Yy
4 \\>(. ~a P ‘ l |
Enzimas .t A rodutos
s / ~

<P\, @ @

. 2 —
Polimeros SPER ... Monémeros

|
|

Fonte: Adaptado de HOLKER e LANZ (2005).
2.2.2 Vantagens e desvantagens

A FES, comparada com a fermentacdo submersa (FS), é
preferida devido as vantagens que oferece, tais como: facil manejo e
manutencdo, menor custo de operacdo, maior concentracdo de produtos
formados, facilidade na extracdo do produto com a utilizacdo de
solventes apropriados (geralmente 4gua) e espaco fisico reduzido
(ALBANO, 2012).

A FES deve ter a capacidade de proporcionar ambiente com
umidade adequada ao crescimento microbiano, sendo, portanto, a
condi¢do natural de fungos filamentosos, que produzem vérias enzimas
extracelulares em altas concentragdes para hidrolisar os nutrientes da
fase sélida (DALSENTER et al., 2005).

Outra vantagem da FES ¢ a possibilidade de se usar residuos
agroindustriais como substratos para obtengdo de produtos com valor
agregado. Esta utilizacdo apresenta potencial de utilizagdo industrial,
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devido a reducdo de custos na producdo em diversos segmentos,
principalmente devido a disponibilidade destes residuos, além
representar um problema ambiental se forem descartados de forma
inadequada.

Levando em consideracdo de que cada substrato apresenta
caracteristicas proprias, como retencdo de umidade e disponibilidade de
nutrientes, a sua escolha esta relacionada a capacidade de adequacao do
microrganismo ao seu ambiente (ALBANO, 2012).

As desvantagens que podem ser citadas para a fermentacdo em
estado solido sdo a obtengdo de menor gama de produtos e de
microrganismos aptos a crescer nessas condi¢des; menor disponibilidade
de informagbes na literatura, no que tange a fendmenos de transporte e
cinéticas de crescimento e de produgdo enzimética; além da maior
dificuldade no controle do processo e na adi¢do de solugdes desejadas
(CASTRO e PEREIRA-JR, 2010). Além disso, outra desvantagem da
FES é a dificuldade em homogeneizar o substrato devido a sua elevada
heterogeneidade.

2.2.3 Aplicagbes

O processo de fermentacdo em estado sdlido tem se mostrado
muito promissor no desenvolvimento de varios produtos como enzimas
(SANTOS, 2007); acidos organicos (RODRIGUES et al., 2007); aromas
(UENOQJO, 2003), vitaminas, etanol e bioherbicidas (MORAES et al.,
2007).

As celulases, devido a sua capacidade de hidrolisar a celulose,
sdo atualmente empregadas principalmente na producdo de detergente,
na indastria téxtil e de papel e celulose (KIRK et al., 2002).
Adicionalmente, estas enzimas tém ganhado destaque na pesquisa da
hidrélise de materiais lignocelulésicos para a produgdo etanol
(HIMMEL et al., 1999).

Segundo Castro e Pereira (2010), a partir da década de 80, teve-
se inicio a producdo de celulases em escala industrial, com o intuito de
ser utilizada como um aditivo para racdo animal. Com o objetivo
principal de melhorar as propriedades sensoriais de massas, estas
enzimas foram utilizadas como insumo na industria de alimentos,
ganhando também atuacéo no processamento de bebidas, na clarificacéo
de sucos de frutas e vinhos. As enzimas celuloliticas passaram entdo a
ter aplicacdo na inddstria téxtil, nos processos de biopolimento e
bioestonagem, na producgéo de polpa e papel, e em lavanderias.
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2.2.4 Fatores que influenciam na fermentacédo em estado sélido
2.2.4.1 Umidade

O teor de agua do substrato é fator importante na fermentacao
em estado sdlido, e tem efeito sobre a atividade fisioldgica dos
microrganismos. A limitacdo de agua pode interferir nos processos de
germinacdo, esporulacdo e formacdo de metabolitos. Ja o excesso de
agua, por sua vez, reduz o volume de fase gasosa no interior do
substrato, 0 que aumenta a resisténcia de transferéncia de massa de
oxigénio e gas carbdnico e a possibilidade de contaminagdo. Em geral, o
teor de agua nos processos de FES varia entre 50 e 80 % (AFONSO,
2012).

Caracterizada como uma grandeza termodinamica, a atividade
de 4gua (aW) esté relacionada ao potencial quimico e possibilita avaliar
a disponibilidade de &gua livre suscetivel a reacfes no substrato solido.
A reducdo de aW aumenta a duracdo da fase lag, diminuindo entéo a
velocidade de crescimento do microrganismo, resultando em baixa
guantidade de biomassa produzida (MELLO, 2008). Em FES, em que se
faz uso de substratos heterogéneos, a quantidade de dgua varia conforme
0 desenvolvimento da cultura, devido a alteragdes na estrutura do
substrato, a liberacdo de produtos solliveis pelas reacdes enzimaticas, e a
producdo de agua na respiracdo celular (AFONSO, 2012).

2.2.4.2 pH

Em relacdo ao cultivo e fermentacdo microbiana, outro fator
que pode ser considerado importante é o pH, podendo haver variagdo em
resposta as atividades metabélicas do microrganismo. Em geral, esta
variacdo ocorre devido a secrecdo de acidos organicos, o que pode
promover reducdo do pH. Em contrapartida, a assimilacdo de acidos
organicos, além da hidrolise de ureia (fonte de nitrogénio), pode resultar
na alcalinizacdo do meio (AFONSO, 2012).

A faixa de pH ideal para o crescimento de um microrganismo é
um fator relativo ao microrganismo, sendo caracterizado dentro de um
intervalo. A versatilidade do pH ideal para o crescimento dos fungos
pode ser empregada para prevenir ou minimizar a contaminagdo por
bactérias (KRISHNA, 2005).
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2.2.4.3 Temperatura

A temperatura é um fator de grande relevancia, podendo ser
tratado como um dos fatores mais importantes para o cultivo do
microrganismos, pois 0 crescimento e producdo de enzimas ou
metabdlitos sdo geralmente sensiveis a esse fator. Da mesma forma que
0 pH, os fungos podem crescer em uma ampla faixa de temperaturas, a
temperatura considerada étima para seu crescimento pode ser diferente
daquela para a formagdo do produto (AFONSO, 2012).

O calor metabdlico liberado pelas células microbianas durante o
crescimento faz com que a temperatura do meio de cultura aumente. Na
FES, a falta de 4gua livre pode resultar em gradientes de temperatura no
meio de cultura. Desta forma, o crescimento de microrganismos em FES
pode prosseguir em condi¢Bes ndo isotérmicas.

2.2.4.4 Aeracdo

A aeracdo constitui um fator que apresenta influéncia em
fungdes bésicas como a manutengéo de condicdes aerdbicas; eliminacéo
do dioxido de carbono formado; regulacdo da temperatura do substrato;
ajuste do nivel de umidade (CORREIA, 2004). O nivel de oxigénio
precisa ser mantido de tal forma que seja suficiente para evitar
diminuicdo da respiracdo normal dos microrganismos. Por outro lado, a
demanda de oxigénio varia de acordo com a espécie utilizada, e depende
em grande parte das condi¢cBes utilizadas no processo. Algumas
variaveis como agitacdo e transferéncia de oxigénio apresentam-se como
caracteristicas especificas do fungo a ser empregado (velocidade de
crescimento, morfologia), e, por conta disso, estudos respirométricos sdo
importantes para a determinacdo da relacdo entre a quantidade de
oxigénio necessdria durante 0 crescimento de determinado
microrganismo e a producao de enzimas (ALBANO, 2012).

Os sistemas de FES tém carater heterogéneo e a transferéncia de
oxigénio é limitada por um filme liquido na superficie do substrato.
Como ndo existe agua livre no meio, a area interfacial e a pressdo
parcial de oxigénio tornam-se fatores cruciais. O nivel de oxigénio
necessario para a fermentagdo em estado sélido é esperado ser menor do
gue na submersa (ALBANO, 2012).
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2.2.4.5 Dimensdo das particulas

Como mais um fator que pode interferir na fermentacéo, a
dimensdo e a forma das particulas afetam a relacdo entre a éarea
superficial e o volume, além de interferir no tamanho e a forma dos
espacos vazios entre as particulas. O tamanho 6timo da particula deve
favorecer o acesso aos nutrientes e disponibilizacdo de oxigénio,
facilitando o processo de fermentacdo. Geralmente, particulas menores
do substrato oferecem area superficial maior para o ataque microbiano.
Entretanto, uma particula de substrato muito pequena pode resultar em
aglomeracdo do substrato, o que pode interferir na respiracdo
microbiana e resultar em baixo crescimento. Por outro lado, particulas
maiores oferecem melhor aeragdo devido aos espacos entre as particulas,
mas limitam a superficie para ataque microbiano (PANDEY et al.,
2003).

2.2.4.6 Pré-tratamento

Em processos fermentativos que utilizam  residuos
agroindustriais, segundo Del Bianchi et al. (2001), é necessario um pré-
tratamento do substrato para adequar-se as condicdes requeridas para o
crescimento e metabolismo do microrganismo e facilitar a sua atuacao
no meio de fermentacdo. Os pré-tratamentos mais aplicados sdo:
esmagamento, quebra, moagem e peneiramento do substrato, visando
obter uma granulometria ideal ao processo; suplementacéo de nutrientes
e correcdo do pH, para suprir a deficiéncia de algum nutriente e adequar
as condicOes de crescimento microbiano; hidrélise acida ou alcalina de
material celul6sico buscando favorecer a atuacdo da enzima; embebicdo,
para regular o teor de umidade inicial do substrato; vaporizagdo ou
aquecimento, visando a gelatinizagdo ou inchamento do substrato;
adicao de agente sequestrante, com o objetivo de remover ion metalicos
que podem reduzir o rendimento do processo; e processo de
esterilizacdo, buscando reduzir ou eliminar possiveis contaminacoes.

Na producdo de celulases, o tratamento que tem sido bastante
avaliado é a hidrdlise &cida ou alcalina do material celulésico buscando
remover a lignina presente no substrato para facilitar a atuacdo do
microrganismo e uma consequente sintese da enzima. Aguiar e Menezes
(2000) avaliaram o processo de producdo de celulases e xilanases em
bagaco de cana sob trés formas: a primeira foi o bagaco de cana sem
pré-tratamento, a se?unda foi 0 bagaco de cana tratado com hidroxido de
sodio a 4 % (m.v") e a terceira foi o bagaco de cana tratado com
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hidréxido de sédio 4 % (m.v?), acido fosférico PA e vapor. Os autores
perceberam que a producdo de endoglicosidade ndo sofreu influéncia do
pré-tratamento e que a utilizacdo de hidréxido de sédio a 4 % (m.v™)
promoveu maior inducéo de sintese de celulase total.

2.2.4.7 Microrganismo

Na producdo de enzimas por FES, a quantidade reduzida de
agua no substrato limita o nimero de microrganismos, sendo que 0s
mais utilizados sdo os fungos, devido a sua capacidade de tolerar
ambientes com baixa quantidade de agua (Tabela 1) (COUTO e
SANROMAN, 2005). Desta forma, os fungos séo utilizados em varios
processos, desde a compostagem até a producdo de enzimas, enguanto
que leveduras sdo mais usadas na industria de alimentos e na producdo
de etanol.
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Tabela 1 - Principais microrganismos utilizados na fermentacdo em estado
s6lido (FES).

Microrganismos
Bactérias
Bacillus sp.
Pseudomonas sp.
Serratia sp.
Streptococcus sp.
Lactobacillus sp.
Clostridium sp.
Leveduras
Endomicopsis burtonii
Saccharomyces cerevisiae
Schwavviomyces Castelli
Fungos
Alternaria sp.
Aspergillus sp.
Fusarium sp.
Phanerochaete chrysosporium
Trichoderma sp.
Beauveria sp.
Metharizium sp.
Amylomyces rouxii
Aspergillus oryzae
Rhizopus oligosporus
Aspergillus niger
Pleurotus oestreatus
Lentinus edodes
Penicilium notatum
Penicilium roqueforti

Fonte: COSTA e SANROMAN (2005).

De acordo com Pinto (2003), o préprio modo de crescimento
dos fungos gera uma vantagem sobre 0s microrganismos unicelulares. A
combinacdo de prolongamento da regido apical e a geracdo de novas
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hifas permitem aos fungos uma répida colonizacdo em substratos
solidos, além de uma melhor utilizacdo dos nutrientes disponiveis. De
forma coordenada ao crescimento, os metabdlitos excretados pelo
microrganismo permitem a penetracao das hifas nas particulas sélidas, o
que aumenta o contato e a disponibilidade dos substratos
macromoleculares, bem como a assimilacdo e metabolizacdo dos
nutrientes.

2.2.4.8 Inbculo

A concentracdo de indculo constitui fator importante no estudo
de otimizagdo nas fermentagBes em estado sélido, segundo Aradjo
(2004). Este fato pode ser apontado tendo em vista que uma baixa
concentragdo de indculo pode favorecer o desenvolvimento de
microrganismos indesejaveis, o que pode levar & baixa formagdo de
biomassa. Por outro lado, um indculo com elevada concentracéo celular
pode aumentar o consumo de nutrientes de forma excessiva do meio
para a formacdo de biomassa, reduzindo a quantidade de produto
desejado. Caso se deseje a producdo de biomassa é recomendado o
emprego de indculo elevado para evitar contaminantes, no entanto,
deve-se ter cuidado para ndo elevar muito o custo de produgdo com a
preparagdo de indculo (ARAUJO, 2004).

Varios estudos que visam a otimizacdo das condicbes da
fermentacdo em estado sélido preveem o estudo da concentracdo do
inéculo. Rocha (2010) avaliou o uso de residuos industriais na producédo
de enzimas em fermentacdo em estado sdlido com Aspergillus niger. Os
testes realizados forneceram dados para a escolha da melhor linhagem,
além da determinacdo das condi¢fes otimizadas de producdo das
enzimas. Dentre as variaveis estudadas, uma delas foi a concentragéo do
inéculo, sendo que a melhor concentracdo foi de 0,25 ¢/100g de
substrato e, nesta condicéo, a atividade celulasica encontrada foi de 5,98
+0,8 U.g", demonstrando a boa aplicabilidade do modelo estudado.

2.2.4.9 Substrato

O meio de cultura em um processo de fermentagdo em estado
solido é um fator tdo importante quanto os citados nos itens anteriores.
Nem sempre o meio que permite o melhor desenvolvimento do
microrganismo favorece a formagdo das enzimas desejadas. A producdo
otimizada e as possiveis varidveis que afetam a sintese enzimatica
devem ser investigadas sempre, pois as condi¢bes Otimas variam entre
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os diferentes microrganismos, assim como para diferentes enzimas e
para os diferentes substratos (BRAVO et al., 2000). Nos Ultimos anos,
estudos vém mostrando que os residuos agroindustriais sdo adequados
para processos de fermentacdo em estado sdlido, como, por exemplo, a
producdo de enzimas. A escolha de um substrato para esta finalidade
depende de varios fatores, principalmente relativo ao custo e
disponibilidade, envolvendo assim diversos destes residuos (PANDEY
et al., 2003). Em processos de fermentacdo em estado sélido, o material
s6lido atua como fonte de nutrientes para a cultura de microrganismos e
também como suporte para as células (PANDEY, 2003). Segundo Pinto
et al. (2006) farelos, cascas, bagagos de frutas da agroindustria (maca,
maracuja, pedinculo de caju) e outros, sdo materiais considerados
viaveis para a biotransformagao, entretanto, em alguns casos, muitos
substratos so6lidos sdo complementados com fontes sollveis de
nitrogénio durante a sua preparacdo, ja que o nitrogénio é um nutriente
importante no desenvolvimento microbiano (MITCHELL et al., 2000).
Além do nitrogénio, outras fontes de nutrientes precisam estar presentes
no substrato como a glicose, a sacarose, a maltose, e ainda outros
compostos organicos mais complexos, por exemplo, amido e celulose
(PELCZAR et al., 1980). Gong e Tsao (1975) observaram que indutores
da sintese de celulases incluem celulose, derivados de celulose,
celobiose, soforose e lactose. A resposta das células fungicas aos
diferentes indutores varia dependendo da concentracéo e tipo do indutor,
ou pela presenca de glicose ou outros aglicares no meio de crescimento.
Os indutores da sintese de enzima celulolitica tém duas funcdes, ou seja,
podem servir como fonte de carbono para o crescimento celular, ou
mesmo como indutores da sintese enzimatica.

2.2.5. Producéo de celulases por fermentagdo em estado sélido (FES)

Industrialmente, cultivos submersos sdo utilizados para
producdo de celulases. Porém, a baixa eficiéncia e o custo relativamente
alto dessas enzimas tém dificultado sua aplicacdo na conversdo de
biomassa (SINGHANIA et al., 2010). Assim, cada vez mais estudos
sobre produgdo de celulases tém sido realizados, incluindo a producéo
por FES, visando diminuir o custo da enzima pelo aumento da
produtividade e o uso de residuos agroindustriais como substrato
(CAMASSOLA e DILLON, 2010).
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2.3 RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS
2.3.1 Residuos lignoceluldsicos

Os processamentos de matérias-primas de diversas culturas
geram todos os anos milhares de toneladas de residuos agricolas,
gerando problemas ambientais de contaminagdo provenientes da pratica
de manejo dos residuos, como queima a céu aberto, abandono ou
enterro. De maneira geral, os residuos agricolas sdo materiais
lignoceluldsicos, que sdo formados principalmente por trés
componentes: celulose, hemicelulose e lignina (BADHAN et al., 2007).

A celulose (Figura 2) é um polissacarideo estrutural derivado da
B-glicose de formula (CsH100s),, sendo um polimero de "cadeia longa™.
A celulose é formada através da unido destes mondmeros (B-glicose) por
meio de ligagdes P-1,4-glicosidicas. Em termos gerais, a celulose é
insoltvel e cristalina, caracterizada por regiGes cristalinas em grande
parte do seu comprimento, entrecortadas por zonas amorfas. Essa
molécula constitui o polissacarideo predominante nos residuos vegetais,
representando entre 30 e 60 % do seu peso seco total. E o principal
componente das paredes celulares, responsaveis pela sustentacdo
vegetal, possuindo uma estrutura altamente resistente (TAVARES,
2009).

Figura 2 - Estrutura da molécula de celulose.
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Fonte: TAVARES, 2009

As moléculas de celulose sdo completamente lineares e tém
forte tendéncia para formar pontes de hidrogénio inter e
intramoleculares. Feixes de moléculas de celulose se agregam na forma
de microfibrilas, na qual regides altamente ordenadas (cristalinas) se



43

alternam com regides menos ordenadas (amorfas). As microfibrilas
constroem fibrilas e estas constroem as fibras celul6sicas. Como
consequéncia dessa estrutura fibrosa, a celulose possui alta resisténcia a
tracdo e é insollvel na maioria dos solventes (TAVARES, 2009).

O reaproveitamento e minimizacdo da emissdo de residuos
agroindustriais gerados pelos diferentes bioprocessos tem recebido
atencdo especial, devido ao impacto ambiental originado do seu
tratamento e descarte. Estes materiais, geralmente constituidos de
cascas, caroco, sementes e bagaco, podem servir de fonte de matéria
organica, proteinas, enzimas, carboidratos, lipideos, vitaminas e fibras,
além de substancias antioxidantes. Estas fontes podem ser aproveitadas
principalmente na indUstria alimenticia, cosmética, téxtil e na producéo
de etanol (MARQUES, 2013).

2.3.2 Residuo de acerola

A acerola conhecida também como cereja das Antilhas
(Malpighia glabra L., Malpighia punicifolia L. ou Malpighia
emarginata DC.) é uma planta que possui origem nas Antilhas, com
distribuicdo no norte da América do Sul e América Central. Possui valor
nutricional importante, com alto teor de vitamina C, além de outros
nutrientes como carotenoides, tiamina, riboflavina e niacina (ASSIS,
LIMA e OLIVEIRA, 2001).

Sendo uma das principais fontes de vitamina C, a acerola é uma
fruta que ganhou destaque em funcdo do sabor agradavel de seu suco. O
sucesso na industrializacdo da acerola esta relacionado a quantidade de
polpa que a fruta produz, porém, os residuos agroindustriais (cascas,
sementes e talos) ndo sdo aproveitados (AGUIAR et al., 2010).

Os residuos agroindustriais de acerola destacam-se pela
presenca de carotenoides e vitamina C, com valores que se aproximam
das quantidades encontradas em alimentos que sdo considerados fontes
destes nutrientes. Outras substdncias consideradas antioxidantes s&o
encontradas neste residuo, como antocianinas, flavonoides e compostos
fendlicos totais (SOUSA et al., 2011a).

Em relacdo ao valor nutricional do residuo de acerola,
quantidades significativas de proteinas, lipidios e carboidratos foram
encontradas. Desta forma, este residuo apresenta valor nutricional e
antioxidante, podendo ser utilizado para diversas aplicagdes
biotecnoldgicas (SOUSA et al., 2011a).

Segundo Martins e Faria (2002), calcula-se que do total de
frutas processadas, sejam gerados entre 30 a 40 % de residuos
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agroindustriais. Considerando que mais da metade da produgdo de
acerola anual (aproximadamente 22 mil toneladas em 2006) abastece a
indUstria de processamento de frutas, a quantidade de residuos gerados
pode ser de grande impacto ambiental (IBRAF, 2009), justificando a sua
utilizacdo em processos alternativos que visem agregacgdo de valor e sua
reutilizacdo (SOUSA et al., 2011b).

2.4 EXTRACAO DE ENZIMAS
2.4.1 Definicbes

Dentre os aspectos relevantes na producao de enzimas por meio
de processos fermentativos pode-se destacar a recuperacdo das
biomoléculas produzidas pelos microrganismos. O processo de
recuperacdo é uma combinacdo especifica de operagdes unitarias
necessdrias para a obtencdo de um grau especifico de pureza e
rendimento para um soluto especifico. Varias operag¢Ges unitarias podem
ser utilizadas para este processo, como filtracdo, centrifugacéo,
evaporagdo, cristalizacdo e secagem. Além destas, outras operagdes
também podem fazer parte do processo extrativo, como a filtracdo por
membranas, extracdo por meio de solventes, além de eletroforese e
eletrodidlise. Na extracdo por meio de solventes, 0s compostos
removidos estabelecem um equilibrio de distribuicdo entre solventes
imisciveis, geralmente agua, e liquidos organicos (DECHOW, 1989).

A lixiviacdo do material fermentado é um dos métodos
extrativos mais utilizados, consistindo na dissolucéo preferencial de um
ou varios solutos de interesse por meio do contato entre um so6lido e um
solvente liquido (FERNANDEZ, 2009). Este método é aplicado como
uma etapa inicial para a recuperacdo de enzimas obtidas, inclusive pela
fermentacdo em estado sélido (SOUZA, 2010).

O processo de extracdo de enzimas envolve diversos fatores e
tipos de solventes que podem ser utilizados, de acordo com
caracteristicas especificas da enzima envolvida, além do processo
fermentativo utilizado e fatores que podem influenciar na eficiéncia do
processo de recuperacdo (SOUSA, 2010).

2.4.2 Tipos de solventes
Os solventes mais utilizados na recuperagdo de enzimas,

principalmente no método de lixiviacdo sdo a agua, tampdes, solugdes
salinas diluidas ou solugdes aquosas de glicerol, de modo a obter-se um



45

extrato enzimatico limpido apds a operacédo de separacdo do tipo sélido-
liquido. De forma alternativa, antes da extracdo, a massa semissélida
pode ser submetida a secagem a baixas temperaturas e 0 material seco
pode ser armazenado. O extrato bruto liquido pode também ser
concentrado a vacuo ou por ultrafiltracdo (SOUSA, 2012).

2.4.3 Fatores que influenciam na extracao de enzimas

Varios fatores influenciam no processo de extragdo das enzimas
e para 0 desenvolvimento de um processo de recuperagdo eficiente,
como a selecdo do equipamento adequado, a preparacdo dos sélidos, a
relacdo solvente/massa, a temperatura do processo, o pH do solvente, a
tensdo superficial do liquido, o grau de agitacdo do sistema e a presenca
ou ndo de reacdo quimica na extracio (FERNANDEZ, 2009).

Além do mais, a extragdo das enzimas deve ser realizada em
valores de temperatura e pH onde a estabilidade seja Otima e sua
atividade bioldgica seja igualmente elevada, sem causar danos as
biomoléculas ou ao solvente (SOUSA, 2010).

Visando a otimizacdo do processo de extracdo, varios trabalhos
consideraram como fatores a influéncia da agitacdo do sistema, o tempo
de contato entre o solvente e o substrato fermentado e a relagdo volume
de solvente/massa de substrato (SOUSA et al., 2012).

2.5 TRABALHOS DESENVOLVIDOS SOBRE A PRODUGAO DE
CELULASES

Diversos estudos foram realizados, visando a producdo de
celulases.

Aleixo-Junior (2014) obteve celulases a partir do bagaco do
peddnculo do caju utilizando o Trichoderma reesei LCB 48 utilizando a
fermentacdo em estado sélido nas condi¢des de 45 % de umidade inicial
e 1 % de fonte de nitrogénio, adicionando 0,25 % de
carboximetilcelulose por grama de residuo seco como fonte indutora das
enzimas alvo. O estudo foi acompanhado cineticamente com analise de
acucares redutores e atividade enzimética expressa em CMCase, Fpase €
celobiase. O pH o6timo e temperatura Otima das enzimas foi
determinado. A inducdo com carboximetilcelulose proporcionou um
aumento de atividade em CMCase consideravel, comparando com os
dados da literatura. As enzimas CMCase e Fpase tiveram atividade
Otima em temperatura de 50 °C e pH entre 4,0 e 5,0. A biomassa do
residuo do bagago do pedunculo do caju, mostrou ter potencial para ser
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utilizado na fermentacdo para producdo de enzimas celulases e, além
disso, a inducdo com carboximetilcelulose mostrou ter um efeito
positivo na obtencéo de tais enzimas.

Florencio (2011) realizou um estudo com o objetivo de avaliar e
selecionar isolados de fungos filamentosos do género Trichoderma,
disponiveis nos bancos da Embrapa, capazes de produzir altas
concentracBes de enzimas do complexo celulolitico. O trabalho foi
dividido em quatro etapas até a selecdo final das melhores linhagens.
Para avaliacdo da producdo enzimatica em FES realizou-se inicialmente
um planejamento experimental fatorial e as variaveis estudadas foram:
concentracdo do inoculo, umidade e proporcgao de bagago de cana (BC),
porém apenas a proporcdo de BC apresentou-se como Vvariavel
significativa. A partir deste resultado, foi realizado um delineamento
composto central rotacional com as varidveis: propor¢do de BC e
umidade. A proporcdo de BC foi significativa e a atividade enzimatica
alcancou 11,16 UL.g™ de CMCase. As etapas de selecdo avaliadas neste
trabalho foram consideradas efetivas e as selecdes qualitativas se
mostraram rapidas para sele¢do de um extenso banco de fungos.

Gasparotto e colaboradores, em 2014, estudaram as melhores
condicdes de processo para producdo de enzimas celuloliticas por
Trichoderma reesei por fermentacdo em estado solido de residuos
agroindustriais, e a aplicagdo do extrato enzimatico produzido na
hidrélise de bagaco de cana-de-aclcar. A producdo de exocelulases,
endocelulases e xilanases foi avaliada por fermentacdo em estado sélido.
O substrato solido para a producédo da enzima foi composto por bagaco
de cana como fonte de carbono principal, suplementadas com farelo de
soja e agua de maceracdo de milho. As condicBes otimizadas foram;
68,6 % de umidade, 0,9 % de farelo de soja, 15 % de 4gua de maceracdo
e milho e quatro dias de fermentacdo, a 28 °C. O extrato enzimatico
bruto obtido foi aplicado para a hidrélise do bagaco de cana in natura
em banho de 4gua com e sem ultrassom, sendo obtidos 229,0 e 224 g.kg
! respectivamente, a 43,4 °C e 18,6 % de extrato enzimatico, com raz&o
solido/liquido igual a 0,15 e quatro horas de reagdo. Os rendimentos
obtidos sdo comparaveis as enzimas comerciais, indicando que as
enzimas celuloliticas de Trichoderma reesei podem ser uma boa
alternativa para a sacarificacdo de material lignoceluldsico residual.

Em estudo interessante desenvolvido por Marra et al., em 2015,
foram avaliadas diferentes condicfes de pH, umidade e concentragédo
de indutores na producdo de celulases por FES, utilizando
Trichoderma sp e como substrato bagaco de cana-de-acticar. Como
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resultados, o meio de cultura que forneceu a melhor atividade
enzimética (AE), atingindo o valor de 2,695 U.g™, foi preparado em
pH 7 e com razdo solido-liquido 1:9. Utilizando o meio de cultura
selecionado, os efeitos da presenca dos indutores
carboximetilcelulose (CMC) e lactose, individualmente, em
diferentes concentragdes foram avaliados, resultando em niveis de
atividade enzimaética elevadas consideravelmente para ambos 0s
indutores. A lactose apresentou a maior atividade enzimaética, com a
concentracdo de 2 g.L™* (22,948 U.g™) e a carboximetilcelulose com
concentracdo de 5 g.L™ (18,153 U.g™).

Santos e colaboradores (2014b) avaliaram a utilizacdo de
residuos agroindustriais (folha e pseudocaule de bananeira, casca e
coroa do abacaxi e farelo de trigo) como substrato para producdo de
celulases por Trichoderma reesei em cultivo por fermentacdo em
estado solido. A temperatura de incubagdo foi de 27 °C, e o tempo
total de fermentacdo de 5 dias. Retiraram-se amostras a cada 24h,
inclusive a Oh, para analise da atividade CMCase, por dosagem de
acUcares redutores liberados da reacdo do extrato enzimético com
solugdes de CMC 4 % (m.v™). A atividade CMCase (endoglucanase)
nas folhas de bananeira variou de 0,47 a 2,86 U.g™, sendo que a
méaxima atividade foi obtida com tempo de fermentacdo de 96 horas.
Para os cultivos realizados com o pseudocaule de bananeira,
observou-se que ndo houve crescimento do microrganismo durante
os dias de cultivo. Nos residuos de abacaxi, observou-se que ndo
houve producédo de CMCase e isso pode ser justificado pelos valores
do teor de sélidos soluveis, que foram altos, o que leva a acreditar na
presenca de glicose nestes residuos.

Mekala e colaboradores, em 2008, utilizaram o bagaco de
cana como substrato para a producdo de celulase utilizando
Trichoderma reesei RUT C30 por fermentacdo em estado sélido e os
parametros da cultura otimizados para melhorar rendimento de
celulase foram a temperatura, tempo de incubacdo e concentracao
indutora, utilizando o planejamento experimental Box-Behnken. Os
pardmetros otimizados demonstraram aumento no rendimento de
celulase, e os maiores valores encontrados foram de 25,6 FPU.g"
quando a concentragdo indutora foi de 0,331 mL.g™, e a temperatura
e tempo de incubacdo foi de 33 °C e 67 horas, respectivamente.

J& no estudo desenvolvido por Maurya e colaboradores, em
2012, a producdo de celulase foi avaliada utilizando T. reesei NCIM
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992 e como substrato da fermentacdo em estado sélido trés residuos
lignoceluloliticos. Vérios parametros foram avaliados na producdo
enzimatica, como pH, temperatura teor de umidade, tamanho de
particula, e agente umidificante. A produgdo méaxima de celulose foi
de 2,63 U.mL™ utilizando farelo de trigo como substrato, e as
condigdes otimizadas foram umidade inicial de 70 %, pH médio
inicial de 5,0, temperatura de 30 °C, MSS como agente umidificante
e tamanho de particula de 500 um. O tempo otimizado para
incubacgéo foi de seis dias.

Em um outro estudo desenvolvido por Brijwani e
colaboradores, em 2010, a fermentacdo em estado sélido de cascas
de soja suplementadas com farelo de trigo utilizando uma co-cultura
de T. reesei e Aspergillus oryzae foi desenvolvida e trés parametros
foram testados — teor de umidade inicial, temperatura de incubacéo e
pH inicial, utilizando a metodologia de superficie resposta. A
temperatura de 30 °C, pH de 5,0 e umidade inicial de 70% foram
encontrados como sendo as condigdes otimizadas, valores que estdo
coerentes com outros estudos (MAURYA et al., 2012).



3 MATERIAL E METODOS
3.1 RESIDUO AGRINDUSTRIAL DE ACEROLA

O residuo de acerola utilizado nesse trabalho foi cedido pela
industria de beneficiamento de frutas NIAGRO - Nichirei do Brasil
Agricola Ltda., localizada no distrito industrial em Petrolina/PE. A
coleta do residuo foi realizada no Decanter modelo SC 4506076 e o
mesmo foi transportado imediatamente para o Laborat6rio Experimental
de Alimentos (LEA) do Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e
Tecnologia do Sertdo Pernambucano (IF Sertdo-PE).

Neste laboratério o residuo foi submetido a trés etapas de
preparo: secagem, moagem e armazenamento. A secagem foi realizada
em um secador de bandejas com circulagcdo forcada de ar a uma
temperatura de 55 °C até que fosse atingida massa constante, o que
levou aproximadamente 8 horas. Apds o processo de secagem, o residuo
foi entdo moido em um moinho de facas (Figura 3) e por fim foi
embalado a vacuo em embalagens de polietileno de alta densidade
(Figura 4).

Figura 3 - Residuo de acerola desidratado e moido.
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Figura 4- Residuo de acerola desidratado, moido e embalado a vacuo.

3.2 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO RESIDUO

Como etapa inicial do trabalho, foi realizada uma caracterizagdo
fisico-quimica do residuo de acerola, na sua forma desidratada e moida,
com o objetivo de avaliar quais sdo 0s componentes presentes no
material, de forma que fosse verificada a possibilidade desse residuo ser
utilizado como substrato na fermentacdo em estado sélido para producéo
de enzimas celuloliticas.

A caracterizacdo fisico-quimica do residuo de acerola foi
realizada quanto a granulometria, densidade aparente, densidade real,
porosidade do leito formado pelo residuo, umidade, cinzas, extrativos,
lignina, holocelulose, hemicelulose, pH, sélidos sollveis, agUcares
redutores e pectina, de acordo com as metodologias descritas a seguir.
As analises foram realizadas em cinco repeticGes para que fosse possivel
a determinacdo do valor médio, do desvio padrdo e do coeficiente de
variagdo.
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3.2.1 Granulometria

O perfil granulométrico do residuo foi determinado seguindo as
recomendacOes da NBR — 7181 da Associacdo Brasileira de Normas
Técnicas (ABNT, 1984).

Para isso, foram pesados 50 g do residuo em uma balanca
analitica, transferindo-os para um agitador de peneiras PRODUTEST e
submetido a uma frequéncia de 50 rpm por treze minutos, em jogo
constituido por sete peneiras: 18 mesh (1,000 mm), 20 mesh (0,850
mm), 30 mesh (0,595 mm), 50 mesh (0,297 mm), 60 mesh (0,250 mm),
70 mesh (0,210 mm), 80 mesh (0,177 mm) e 100 mesh (0,150 mm). O
material retido em cada peneira foi pesado e os resultados foram
expressos percentualmente em relagéo ao peso da amostra analisada.

3.2.2 Densidade Aparente

A densidade aparente do material foi determinada seguindo a
metodologia descrita em Brasil (2005), na qual foram pesados 100 g
(ma) do material, sendo a massa colocada em uma proveta, sem que
houvesse compactacdo, para determinar o volume (V) ocupado pela
amostra. A densidade aparente foi determinada seguindo a Equacéo 1.

Densidade Aparente (g /cm?®) = % 1)

3.2.3 Densidade Real

A densidade real foi determinada também pela metodologia
descrita em Brasil (2005), a partir da relagdo entre a massa e o volume
ocupado pela amostra, atraves do deslocamento de um fluido de volume
conhecido, que nesse caso foi 0 6leo de soja comercial. Inicialmente
colocou-se 0 6leo em uma proveta e mediu-se o seu volume (V1), em
seguida adicionou-se uma massa conhecida do residuo (ma) e esperou-
se que a mesma se depositasse totalmente no fundo da proveta. Por fim,
mediu-se novamente o volume indicado na proveta (V,), e 0 volume real
ocupado pelo residuo foi determinado pela diferenca entre esses
volumes (V, — Vy). A densidade real foi determinada pela Equacéo 2.
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. m
Densidade Real (g/cm®) =—2— ()
(Vz 'Vl)

3.2.4 Porosidade do leito

A porosidade do leito formado pelo residuo foi determinada
seguindo a metodologia descrita por Keey (1991), como mostrado na
Equacéo 3.

Porosidade = 1 DEnsidade Aparente "
Densidade Real

3.2.5 Umidade

A determinacdo da umidade (U (%)) do material foi realizada
seguindo-se a metodologia descrita em Moraes et al. (2010).

Para o0 desenvolvimento da metodologia foram pesados
aproximadamente 3 g do residuo (m,) em um cadinho de porcelana
previamente seco e pesado (m¢). Em seguida, a amostra foi levada a
uma estufa sem circulacdo forcada de ar a uma temperatura de 105 °C
até atingir massa constante. Apds a secagem, o material foi colocado em
um dessecador no qual permaneceu até resfriamento total da amostra e,
por fim, pesou-se 0 cadinho com a amostra seca (Mas1os). A umidade foi
determinada seguindo a Equacé&o 4.

U (%) = w*loo 4)

A

3.2.6 Cinzas

O teor de cinzas contidos no residuo foi determinado seguindo a
metodologia descrita em Moraes et al. (2010). Um cadinho de porcelana
foi colocado em uma mufla a uma temperatura de 600 °C por
aproximadamente 1 hora. Ap6s esse tempo, o cadinho foi colocado em
um dessecador até total resfriamento e pesado (mc). Em seguida, pesou-
se aproximadamente 3 g do material a ser analisado (m,) e levou-se para
uma estufa a 105 °C por 24 horas. Ap6s esse tempo o cadinho com a
amostra foi levado para a mufla e submetido a um aquecimento
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gradativo com uma velocidade méxima de 9,6 °C.min™* até alcancar 600
°C. O material foi mantido nessa temperatura por um periodo de 3 horas
e, em seguida, a temperatura do equipamento foi diminuida de forma
que alcancgasse 200 °C em 2 horas. Por fim, a amostra foi colocada em
um dessecador contendo silica gel até total resfriamento e pesada
(mass00). O teor de cinzas foi calculado seguindo a Equacé&o 5.

Cinzas(%) = 1se00 Mo 99 (5)
A

3.2.7 Extrativos

O teor de extrativos contidos no residuo de acerola foi
determinado seguindo também a metodologia descrita em Moraes et al.
(2010).

Inicialmente, pesou-se um papel de filtro qualitativo (mp)
previamento seco a 105 °C por 24 horas e resfriado a temperatura
ambiente. Nesse mesmo papel de filtro foram pesados aproximadamente
5 g do residuo de acerola seco (ma). Em seguida o conjunto papel-
amostra foi dobrado, formando um cartucho para ser depositado dentro
de um aparelho Soxhlet.

Paralelamente, foi montado um sistema de extracdo unindo-se
um aparelho de Soxhlet a um condensador de bolas e a um baldo de
fundo redondo de 250 mL. No baléo de fundo redondo foram colocados
100 mL de alcool etilico e 100 mL de hexano e no aparelho de soxhlet
foi acondicionado o cartucho feito da amostra. Todo o conjunto foi
entdo colocado em uma manta aquecedora, permanecendo assim por um
periodo de 6 horas em um sistema de refluxo.

Apb6s esse tempo, o baldo contendo o solvente com os
extrativos foi removido e o solvente foi recuperado para ser utilizado em
outras analises. O cartucho contendo a amostra isenta de extrativos foi
levado a estufa a 105 °C por um periodo de 24 horas e, por fim, foi
pesado (ma.g), apds resfriamento total em dessecador.

O teor de extrativos contidos no residuo de acerola foi
determinado por meio da Equagdo 6, na qual, utiliza-se como
denominador da equacdo a massa do residuo corrigida devido ao fato da
amostra utilizada ter sido submetida ao processo de secagem.
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E(%) =

n’]A - (mn?—E B mP) *100 (6)

A

(1-U)

3.2.8 Lignina

O teor de lignina foi determinado seguindo a metodologia
descrita em Moraes et al. (2010). Para o desenvolvimento da
metodologia, foi pesado aproximadamente 1 g do residuo de acerola
(m,), seco e na sua forma sem extrativos, e adicionados exatos 17,00
mL de acido sulfarico & 72 % (m.m™). Com o auxilio de um pistilo,
todas as particulas do residuo foram maceradas até total digestdo e a
mistura foi deixada em descanso por 24 horas. Ap6s esse tempo, 0 &cido
foi diluido a 4 % (m.m™) pela adicdo de exatos 306 mL de &gua
destilada.

Em seguida, a mistura foi transferida quantitativamente para um
baldo de 500 mL e levada a um sistema de refluxo com a adaptagéo de
um condensador de bolas, permanecendo esse sistema ligado & uma
manta aquecedora. O material foi aquecido e deixado em refluxo por 4
horas. Por fim, a amostra foi filtrada com o auxilio de uma bomba &
vacuo e de um funil de vidro sinterizado — ASTM tipo F previamente
seco e pesado (mg). A amostra foi lavada com agua destilada até que o
pH da agua de lavagem estivesse préximo ao da agua destilada. Por fim,
o sistema funil-lignina foi levado a estufa a 105 °C por um periodo de
24 horas, sendo pesado apds total resfriamento (mas).

A concentragdo de lignina foi determinada com base na
Equacdo 7, na qual “U” refere-se a umidade e “E” ao teor de extrativos
do residuo de acerola.

L(%) = % *100 @)

A

1-U)Q-E)
3.2.9 Holocelulose
O teor de holocelulose contido no residuo de acerola foi

determinado seguindo também a metodologia descrita em Moraes et al.
(2010). Para o desenvolvimento da metodologia, foram pesados, em um
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erlenmeyer de 500 mL, aproximadamente 3 g do residuo de acerola
(mp), seco e na sua forma sem extrativos. O sistema foi colocado em um
banho-maria com temperatura em torno de 70 °C e sob um agitador
magnético para que a reacdo ocorresse sob agitacdo. Ao erlenmeyer foi
adicionado 2,5 g de clorito de sédio, com pureza aproximada de 80 %
(m.m™), e 1 mL de 4cido acético glacial com pureza minima de 99,85 %
(v.v''). Com o sistema aquecido e em agitacéo, tampou-se o frasco com
um erlenmeyer de 25 mL, por 1 hora. Ap6s esse tempo, foi adicionado
mais 1 mL de 4cido acético glacial e deixou-se a reacdo ocorrer por mais
uma hora. Em seguida, adicionou-se mais 1 mL de &cido acético glacial
e deixou-se o sistema sob aquecimento e agitagdo por mais 3 horas.

Em seguida, com o auxilio de um sistema de filtracdo a vacuo
com um funil de vidro sinterizado previamente seco e pesado (Mg),
filtrou-se toda amostra e o sistema funil-amostra foi levado & estufa a
105 °C por um periodo de 24 horas. Ap6s esse tempo, o funil foi
resfriado em um dessecador contendo silica gel e pesado (Mas).

A quantificagdo da holocelulose contida no residuo de acerola
seguiu a Equacéo 8.

m, —m

H (%) = —* ——*100 ®)
A

(1-U)1-E)

3.2.10 Alfa-celulose

O teor de o-celulose contido no residuo de acerola foi
determinado também seguindo a metodologia descrita em Moraes et al.
(2010). Para o desenvolvimento da metodologia, foi pesado 1 g da
amostra (m,) obtida ap6s a analise de holocelulose e adicionados 15 mL
de hidréxido de sédio a 17,5 % (m.v'™"). Ap6s 2 minutos de contato em
repouso, triturou-se o material, com o auxilio de um pistilo, por exatos 8
minutos. Apds esse tempo, foram adicionados 40 mL de agua destilada e
a mistura foi filtrada com um funil de vidro sinterizado, previamente
seco e pesado (mg), em um sistema de filtragdo a vacuo.

Apos a filtracdo, o sistema funil-a-celulose foi levado a estufa a
105 °C por um periodo de 24 horas. Passadas as 24 horas de secagem, o
sistema foi resfriado em dessecador com silica gel e pesado em balanga
analitica (Mas).
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A concentragdo de a-celulose contida no residuo de acerola foi
determinada seguindo a Equacé&o 9.

CZC(%) — Mys —Me

*100 ©

A

(1-U)1-E)@-H)

3.2.11 pH

O pH do residuo de acerola foi determinado seguindo a
metodologia descrita em Brasil (2005), na qual foi preparada uma
suspensdo de 4 g de amostra com 40 mL de agua destilada. Apds
completa homogeneizagdo a suspensdo foi deixada em repouso por 30
minutos e em seguida o pH foi medido diretamente em um
potencidmetro digital, previamente calibrado.

3.2.12 Sdlidos Soluveis (°Brix)

O teor de sélidos sollveis contidos no residuo de acerola foi
determinado seguindo a metodologia descrita em Brasil (2005), na qual
uma amostra de 1 g foi misturada a um volume de agua destilada (Vi20)
gue fornecesse uma leitura dentro das limitac6es do equipamento. Apds
completa homogeneizacdo, a suspensdo foi deixada em repouso por 30
minutos e filtrada em papel de filtro qualitativo. Por fim, foi realizada a
leitura do °brix em um refratdbmetro de Abbe e o teor de solidos sollveis
do material em andlise foi determinado multiplicando o teor obtido na
leitura do equipamento pelo fator de dilui¢do, seguindo a Equacéo 10.

°Brix(%) = °BriXgy,, * V0 (10)

3.2.13 Acucares Redutores

A concentracdo de acglcares redutores (AR) foi determinada
seguindo a metodologia descrita por Miller (1959), com algumas
adaptaces, a qual se baseia na reducdo do acido 3,5 dinitrosalicilico
(DNS) a 3-amino-5-nitrosalicilico, simultaneamente com a oxidagdo do
grupo aldeido do aglcar a grupo carboxilico.

Para o desenvolvimento da metodologia, inicialmente preparou-
se um extrato de aglUcares por meio da imersdo de uma amostra do
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residuo em agua destilada. Para isso, foi pesada uma massa da amostra
(m,) em balanca analitica e adicionado um volume de agua destilada
(V) de forma que a absorbancia lida no espectrofotdmetro estivesse
dentro da curva de calibracdo para que a concentracdo de aglcares
redutores pudesse ser calculada com base no fator de conversdo (Fc) da
curva de calibracdo realizada previamente.

Para a determinacdo dos agUcares redutores, 1 mL do extrato de
aclcares 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 entdo realizada em um
espectrofotdbmetro 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 agUcares, foi
utilizado 1 mL de agua destilada que foi o fluido utilizado na extracdo
dos acucares presentes na amostra a ser analisada.

Os resultados de agucares redutores foram expressos em gramas
de agUcares redutores por grama de amostra, seguindo a Equacéo 11.

Absorbancia* F. *V,
mA

AR(gAR /gA) = (11)

3.2.14 Pectina

A concentragdo de pectina contida no residuo de acerola foi
determinada seguindo a metodologia descrita em Brasil (2005).

Uma amostra de 20 g de residuo (m,) foi adicionada em 400
mL de &cido cloridrico a 0,05 N e levada a fervura por um periodo de 2
horas. Apds esse tempo, a mistura foi resfriada totalmente e seu volume
foi completado para 500 mL. Apds ser filtrada, 200 mL da mistura (V)
foram diluidos em 250 mL de agua destilada e foram neutralizados com
0 auxilio de hidréxido de s6dio 1 N. Apds passar uma noite em repouso,
foram adicionados 50 mL de acido acético 1 N e apds 5 minutos 25 mL
de cloreto de calcio 1 N. A amostra foi levada a ebulicdo por 2 minutos
e deixada em repouso por 3 horas. Ap6s esse tempo, a amostra foi
filtrada, com o auxilio de uma bomba a vacuo, em papel de filtro
qualitativo previamente seco e pesado (mp).

Em seguida, o papel de filtro contendo o pectato de célcio foi
levado a estufa a 105 °C por um periodo de aproximadamente 14 horas
até alcancar massa constante. Por fim, o papel de filtro contendo o



58

pectato seco foi resfriado em um dessecador com silica gel e pesado em
balanca analitica (mas).

O teor de pectina contido no residuo de acerola foi calculado
com base na Equacéo 12.

(M, —m,)*500
m, *V

P(%) = *100 (12)

3.3 ISOTERMAS DE ADSORGCAO DE UMIDADE DO RESIDUO

Para o levantamento das isotermas de adsor¢do de agua do
residuo de acerola foram preparadas diversas amostras do residuo com
umidades diferentes, de forma a obter-se diferentes atividades de &gua
no mesmo material. Dessa forma, foram preparadas amostras de 5 g de
residuo com diferentes volumes de agua destilada, variando de 0 a 5 mL
de &gua destilada para cada 5 g de residuo, de modo a simular as
condi¢des de incubacdo de uma fermentacdo em estado sélido. Apds ser
umedecida, cada amostra preparada foi levada a geladeira em recipientes
herméticos e deixados por um periodo de 24 horas em repouso para
uniformizar o meio.

Apobs as 24 horas, as amostras foram retiradas da geladeira,
deixadas em um dessecador para atingir a temperatura ambiente e em
seguida foram realizadas as analises de atividade de 4gua e de umidade
de equilibrio do material.

A determinacéo da atividade de agua das diversas amostras foi
realizada no equipamento Termoconstanter Novasina TH200,
instrumento projetado para a medida de atividade de agua. Neste
equipamento, a temperatura da camara de medicdo onde foram
colocadas as amostras é regulada por meio de um controlador localizado
na frente do mesmo, que serve para fixar o valor da temperatura
desejada com variagdo menor que 0,2 °C, em toda a sua area de
trabalho, que é de 0 a 50 °C. A referida cAmara, combinada com o
regulador de temperatura, forma um mini gabinete climatico e é
equipada com um sensor de umidade e de temperatura — enBSK
Novasina. Este sensor mede a atividade e temperatura de quantidades de
amostras pequenas, como pds, granulados, pastas e liquidos. Este
equipamento possui o0 transmissor RTD-200, que converte os sinais da
célula de medicdo em valores de umidade relativa (atividade de agua) e
de temperatura.
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A atividade de agua das amostras foi analisada a 20, 25, 30 e 35
°C e as analises de umidade de equilibrio foram realizadas seguindo a
metodologia descrita em Brasil (2005), como citado no item 3.2.5 da
caracterizacdo fisico-quimica. A partir dos dados de atividade de agua e
da umidade de equilibrio, foram construidas as isotermas de sor¢do do
material.

3.4 ESTUDO DA PRODUCAO DE CELULASES
3.4.1 Planejamento Experimental para producéao de celulases

Para o estudo da producdo de celulases por fermentagdo em
estado s6lido, foi realizado um planejamento fatorial do tipo 2% com
cinco repeticdes no ponto central, totalizando 9 ensaios, sendo estes
realizados de forma aleatdria.

No planejamento experimental, as varidveis independentes
foram a umidade inicial do material a ser fermentado (U;) e a
concentracdo da fonte adicional de nitrogénio (sulfato de aménio), por
ser este um nutriente importante no desenvolvimento microbiano. A
variavel dependente avaliada foi a atividade celulolitica, expressa em
carboximetilcelulase. Os valores adotados para as varidveis foram
baseados em valores estudados por Tavares (2009), Amorim (2010) e
Lins (2012) na producdo de celulases com diferentes residuos
agroindustriais.

O estudo seguiu os niveis estipulados na Tabela 2 e a matriz do
planejamento estd apresentada na Tabela 3 que apresenta as variaveis
utilizadas no planejamento, bem como suas codificacdes e seus niveis. A
analise do planejamento experimental foi realizada utilizando-se o
software Statistica 12.0.

Tabela 2 - Niveis do planejamento experimental da producdo de enzimas
celuloliticas.

Variavel (-1) (0) (+1)

U; (%, mm™) 45,00 55,00 65,00

N (%, mm™) 0,50 0,75 1,00
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Tabela 3 - Matriz do planejamento experimental fatorial 2 com cinco repeticdes
no ponto central.

Ensaio U (%, m.m™) N (%, m.m™)
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)
9 0 (55,00) 0(0,75)

3.4.2 Microrganismo e Inéculo
3.4.2.1 Microrganismo

O microrganismo utilizado neste trabalho foi o fungo
lignocelulolitico Trichoderma reesei (LCB 48), presente no estoque de
culturas da Embrapa Semiérido, localizada em Petrolina, Pernambuco.
O Trichoderma reesei foi mantido em tubos tipo eppendorf em blocos
de &gar de 4-6 mm°® na presenca de agua estéril, e estocados a
temperatura de 8 °C (CASTELLANI, 1939). A conservacao de fungos
em frascos com agua destilada estéril é de facil manejo, armazenamento
e transporte, além de ser uma forma de armazenamento 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
alteracdo genética. Diogo et al. (2005), ao estudar a preservacdo de
fungos em agua estéril, observou que a preservacdo das cepas pelo
método possibilitou, por 12 meses, a manutencdo da viabilidade e
capacidade de esporulacdo de diversos fungos.

Utilizando o tubo tipo eppendorf contendo o fungo em agua
estéril, foi realizado o primeiro repique. Para tal, foram retiradas
algumas gotas da suspensdo de esporos e transferidas para placas de
Petri contendo meio béasico formulado pelo laboratério do CTAA
(Embrapa Agroindustria de Alimentos), no qual a pectina é a Unica fonte
de carbono, como mostrado na Tabela 4.
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Tabela 4 - Composicdo do meio basico.

COMPONENTES (GRAU p.a.) CONCENTRACAO (g.L ™)
Pectina Citrica 10,00
NaNO; 3,00
KH,PO, 1,00
MgSO, 0,50
KCI 0,50
FeSQO,.7H,0 0,01
Agar-Agar 20,00
Agua destilada q.8.p.

Fonte: COURI (1993).

Apos inocular o fungo Trichoderma reesei em placas de Petri,
as mesmas foram incubadas a 28 °C por um periodo de 10 a 12 dias, ou
tempo necessario para que as placas fossem totalmente cobertas por
esporos. Ap0s esse tempo, as placas foram mantidas sob refrigeracédo até
0 momento do segundo repique.

A partir do repique em placas de Petri, foi realizado o repique
em arroz. O arroz foi usado como substrato devido o fungo poder
crescer em uma superficie maior e, consequentemente, aumentar sua
esporulacdo. Chavez (2006), estudando a otimizacdo da producdo de
esporos do fungo Trichoderma, empregando diferentes substratos como
arroz, aveia, soja, trigo, cevada entre outros, obteve como melhor
substrato o arroz (umedecido em A&gua destilada). Tal substrato
proporcionou melhor recuperacéo dos conidios (45x10™® conidios.mL™)
e pureza estimada de 92,1 %.

Este meio de cultura & base de arroz foi preparado segundo
protocolo da EMBRAPA/CPATSA. Para isto, uma quantidade de arroz
suficiente para realizar o repique (aproximadamente 150 g) foi
umidificada com agua destilada numa quantidade suficiente para cobrir
0 arroz. Deixou-se 0 arroz imerso na agua por aproximadamente 30
minutos e, com auxilio de peneira, retirou-se 0 excesso de agua. Em
seguida, erlenmeyers de 250 mL, contendo 15 g do arroz previamente
umedecido, foram autoclavados por 15 minutos a 121 °C e, apds
resfriamento total do arroz, o microrganismo foi inoculado.

Para inoculacdo do Trichoderma reesei no arroz, foram
adicionados, a cada placa de Petri contendo o microrganismo, 10 mL de
espessante (Tween 80 & 0,3 % (v.v')) e, com o auxilio da alca de
platina, foi feito o desprendimento dos esporos contidos no meio de
cultivo, deixando a suspensdo homogénea. Com o auxilio de um
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pipetador automatico, inoculou-se 1 mL dessa suspenséo de esporos em
cada erlenmeyer contendo arroz Umido e esterilizado. Em seguida, os
frascos foram fechados com tampéo de gaze e algoddo e incubados a 28
°C por periodo de 10 a 12 dias, ou até que todo o arroz estivesse coberto
de esporos. Ap6s o periodo de cultivo, os frascos foram mantidos sob
refrigeracdo por periodo maximo de 3 meses e utilizados na preparacéo
do indculo nos ensaios de fermentacao.

3.4.2.2 In6culo

O preparo do in6culo para as fermentacdes foi realizado
adicionando-se 60 mL de espessante (Tween 80 a 0,3 % (v.v')) nos
frascos de arroz contendo os esporos. Apos agitacdo, a suspensdo foi
filtrada com auxilio de gaze e algoddo estéreis, sendo realizada a
contagem dos esporos e a incubacéo.

A quantificacdo da suspensdo de esporos obtida foi feita por
meio de contagem dos esporos em Camara de Neubauer espelhada e o
volume de suspensdo de esporos a ser adicionado ao meio de
fermentacéo foi ajustado de modo a ter-se um inéculo de 107 esporos
por grama de substrato sélido fixada nos 9 ensaios listados na matriz do
planejamento (RODRIGUES e IEMMA, 2009).

A concentracdo de esporos do in6culo foi calculada seguindo a
Equacdo 13 e 0 volume de suspenséo a ser inoculada foi calculado por
meio da Equacdo 14.

Ceoporos(€SPOros/mL) = E *25*10* *F, (13)
*
VSUSpBﬂSé((m L) = CIHOCUIO(eSporOS/ g) m(g) (14)
Cesporos(ESPOros/mL)
Onde:

Cesporos — CONCeNtracdo de esporos na suspensao (esporos.mL™);
E — média de esporos contados na Camara de Neubauer;

Fp — fator de diluicdo para contagem na Cadmara de Neubauer;
Cinscuto — CONcentracdo de indculo desejada para a fermentagdo;
m — massa de substrato a ser fermentada.
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3.4.3 Ensaios de Fermentacéo

As fermentacdes em estado s6lido foram realizadas em
erlenmeyers de 250 mL contendo o substrato previamente umidificado,
de acordo com as condicdes do planejamento experimental.

A umidade inicial do meio foi ajustada para 45, 55 e 65 %
(m.m™) (base Gmida) pela adicdo de um volume definido de agua
destilada, que foi determinado por meio de um balanco de massa,
seguindo a Equacéo 15, a qual leva em consideracdo que a densidade da
4gua é igual a 1,00 g.cm™ (a 28 °C):

— m; (Uz _Ul)

V=M
H H (1_U2)

(15)

Onde:

Vaa — volume de 4gua a ser adicionada ao meio;
Mmaa — Massa de agua a ser adicionada ao meio;
m; — massa de meio a ser umidificado;

U; — umidade natural do meio;

U, — umidade do meio desejada;

A umidade relativa dentro da estufa durante o0 processo
fermentativo foi mantida constante por meio da evaporacdo da agua
contida em um recipiente colocado dentro da estufa.

A suplementacdo do substrato com a fonte de nitrogénio foi
realizada adicionando-se sulfato de aménio a 0,50, 0,75 e 1,00 % (m.m’
') que sdo as concentracBes a serem estudadas no planejamento. Para
isso, a massa de nitrogénio foi pesada e diluida no volume de agua
calculado pelo balanco de massa, citado anteriormente. Por fim,
adicionou-se ao substrato a &gua ja com o suplemento de nitrogénio
efetuando-se a homogeneizacdo da mistura. O meio foi deixado em
repouso em geladeira por 24 horas em recipientes herméticos.

Apbs 24 horas, 20,00 g do substrato foram colocados em
erlenmeyers de 250 mL, vedados com tampdes de gaze e algodao, e em
seguida, autoclavados por 15 minutos a 1 atm.

Para realizacdo das fermentagcbes, o microrganismo foi
inoculado no meio com uma concentracdo de 10’ esporos.g’ de
substrato Umido e incubados em estufa a 30 °C. As amostras foram
retiradas a cada 24 horas durante um periodo de 15 dias, determinando-
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se a umidade do meio, o pH, os aclcares redutores e a atividade
enzimatica expressa em carboximetilcelulase (endoglicanases). Para a
realizacdo das andlises periédicas e para a extracdo das enzimas, cada
frasco coletado foi submetido a uma homogeneizacdo do meio
fermentado de forma a obter amostras reprodutivas e minimizar os erros
de amostragem.

3.4.4 Analises Periddicas
3.4.4.1 Umidade

A determinacdo da umidade ao longo do processo foi realizada,
semelhantemente a caracterizacgao fisico-quimica, como citado no item
3.2.5, seguindo-se a metodologia descrita em Moraes et al. (2010).

Para 0 desenvolvimento da metodologia foram pesados
aproximadamente 3 g do meio fermentado (m,) em um cadinho de
porcelana previamente seco e pesado (mc). Em seguida, a amostra foi
levada a uma estufa sem circulagdo forgada de ar a uma temperatura de
105 °C até atingir massa constante. Apds a secagem, o material foi
colocado em um dessecador, no qual permaneceu até resfriamento total
da amostra e, por fim, pesou-se o cadinho com a amostra seca (Mas1os).
A umidade foi determinada seguindo a Equacéo 16.

U (%) = w *100 (16)

A
3.4.4.2 pH

O pH do meio fermentativo foi determinado seguindo a
metodologia descrita em Brasil (2005). Para isso, foi preparada uma
suspensdo de 1 g de amostra com 10 mL de agua destilada. Apds
completa homogeneizagdo a suspensdo foi deixada em repouso por 30
minutos e em seguida o pH foi medido diretamente em um
potenciémetro digital, previamente calibrado.

3.4.4.3 Aclcares Redutores
A concentracdo de agucares redutores foi determinada seguindo

a metodologia descrita por Miller (1959), com algumas adaptac@es, a
qual se baseia na redugdo do acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS) a 3-
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amino-5-nitrosalicilico, simultaneamente com a oxidacdo do grupo
aldeido do acUcar a grupo carboxilico.

Para o desenvolvimento da metodologia foi pesada uma massa
da amostra (m,) em balanca analitica e adicionado um volume de agua
destilada (V) de forma que a absorbancia lida no espectrofotdmetro
estivesse dentro da curva de calibragdo para que a concentracdo de
acUcares redutores pudesse ser calculada com base no fator de conversdo
(F¢) da curva de calibragéo realizada previamente.

Para a determinacédo dos agUcares 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 4gua e adicionou-se 8 mL de agua
destilada. A leitura da absorbancia da amostra foi entdo realizada em um
espectrofotdbmetro 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 agucares, foi
utilizado 1 mL de agua destilada que foi o fluido utilizado na extracdo
dos acucares presentes na amostra a ser analisada.

Os resultados de agUcares redutores foram expressos em gramas
de aclcares redutores por grama de amostra analisada, seguindo a
Equacdo 17.

Absorbancia* F. *V,
rnA

AR(gAR /gA) = (17)

Onde:

- Va: volume de agua destilada utilizado na diluicdo da amostra;

- Fc: fator de conversdo da absorbancia em g de AR por litro de solugéo;
- ma: massa da amostra.

3.4.4.4 Extracdo de Enzimas

A extracdo das enzimas foi realizada seguindo o procedimento
descrito por Israel (2005). A extragdo foi feita pela suspensédo de 1 g do
meio fermentado com 20 mL de tamp&o acetato de sédio 50 mM, pH
5,0, na temperatura de 30 °C, sob agitacdo de 150 rpm, por 30 minutos.
Por fim, a amostra foi filtrada com papel de filtro qualitativo. O extrato
enzimatico foi utilizado para a determinacdo da atividade enzimatica
expressa em carboximetilcelulase, em cinco repeticGes.
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3.4.4.5 Determinagdo da atividade enzimatica

A atividade celulolitica expressa em endoglicanases,
carboximetilcelulases (CMCase), foi determinada seguindo uma
adaptacdo do procedimento descrito em Ghose (1987), que baseia-se na
capacidade do extrato enzimatico em liberar aclcares redutores na
presenca de carboximetilcelulose devido a hidrdlise da fonte de celulose
em glicose.

Para a analise, uma aliquota de 0,5 mL do extrato enzimatico
foi adicionada a um tubo de ensaio que continha 0,5 mL de uma solugédo
de carboximetilcelulose a 2 % (m.v'), preparada em tampéo citrato de
sodio (50 mM; pH 4,8), sendo incubada em banho termostatico a 50 °C
por exatos 60 minutos. ApGs esse tempo, interrompeu-se a reagéo
adicionando 1 mL de DNS e, por fim, determinou-se o teor de agucares
redutores da amostra de forma semelhante que na caracterizacao fisico-
quimica (Miller, 1959).

Uma amostra em branco foi realizada para cada andlise
substituindo a solugdo de carboximetilcelulose por tampdo citrato de
sodio (50 mM e pH 4,8). Dessa forma, determinou-se a concentracdo de
acUcares redutores do extrato enzimatico sem a presenca da
carboximetilcelulose (ARsem cmc) € a concentracdo de aclcares
redutores do extrato enzimatico apds incubacdo com a fonte de celulose
(ARCom CMC)-

Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a
quantidade de enzima capaz de liberar 1 pmol de glicose, por minuto, a
50 °C. Neste trabalho, a atividade enzimatica de carboximetilcelulase
(CMCase) foi expressa U.g™, a qual foi calculada seguindo a Equacéo
18.

RLiberado*106 — (ARComCMC — ARSemCMC)*:I-O6 (18)

CMCase(U.g ™) = A
180*60 180*60

Onde:

- ARcomemc: concentragdo da amostra com carboximetilcelulose (g de

AR liberado.g de meio fermentado™);

- ARsememc: concentracdo da amostra sem carboximetilcelulose (g de

AR liberado.g de meio fermentado™);

- 180: fator de conversdo de gramas de glicose para mols de glicose;

- 10°: fator de converséo de mols de glicose para pmol de glicose;

- 60: fator de conversédo do resultado para ser expresso por minuto.



67

3.5 ESTUDO DA EXTRACAO DE ENZIMAS
3.5.1 Planejamento Experimental para a extragdo das enzimas

Para o estudo da extragdo das celulases produzidas por
fermentacdo em estado sélido do residuo agroindustrial de acerola foi
realizado um planejamento fatorial do tipo 2° com cinco repeticées no
ponto central, totalizando 13 ensaios, sendo estes realizados de forma
aleatoria.

No planejamento experimental, as varidveis independentes
foram a velocidade de agitacdo (rpm), o tempo de extragdo (minutos) e a
relacdo entre massa de fermentado (mg) e o volume de solvente (Vs).

O planejamento experimental seguiu os niveis estipulados na
Tabela 5 e a matriz do planejamento estd apresentada na Tabela 6 que
apresenta as varidveis utilizadas no planejamento, bem como suas
codificacBes e seus niveis. A analise do planejamento experimental foi
realizada utilizando-se o software Statistica 12.0.

Tabela 5 - Niveis do planejamento experimental do estudo da extracdo das
enzimas.

Variavel (-1) (0) (+1)
Velocidade de agitacdo (rpm) 50 100 150
Tempo (minutos) 15 30 45
Me:Vs 01:15 01:30 01:45
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Tabela 6 - Matriz do planejamento experimental fatorial 2° com trés repeticdes
no ponto central.

Ensaio Agitacdo (rpm) | Tempo (min) | Mg:Vs(g:mL)
1 -1 (50) -1(15) -1(01:15)
2 +1 (150) -1 (15) - 1(01:15)
3 -1 (50) +1 (45) -1(01:15)
4 +1 (150) +1 (45) -1(01:15)
5 -1 (50) -1(15) +1(01:45)
6 +1 (150) -1(15) +1(01:45)
7 -1 (50) +1 (45) +1(01:45)
8 +1 (150) +1 (45) +1(01:45)
9 0 (100) 0 (30) 0 (01:30)
10 0 (100) 0 (30) 0 (01:30)
11 0 (100) 0 (30) 0 (01:30)
12 0 (100) 0 (30) 0 (01:30)
13 0 (100) 0 (30) 0 (01:30)

3.5.2 Ensaios de Fermentacgéo

Para o estudo da extracdo das enzimas celuloliticas produzidas
por fermentacdo em estado so6lido, foram realizadas fermentacdes de
forma semelhante a etapa de estudo de producdo da enzima, sendo
algumas condicbes fixadas com base no melhor resultado obtido no
estudo da producéo das enzimas (item 3.4 deste trabalho).

Os ensaios foram realizados em erlenmeyers de 250 mL
contendo 20,00 g do substrato com percentuais de umidade inicial e
fonte de nitrogénio (sulfato de aménio) baseados nos resultados obtidos
na etapa de estudo da producéo das enzimas, com uma concentracdo de
esporos de Trichoderma reesei de 10 esporos.g™ de fermentado e a uma
temperatura de incubagdo de 30 °C em estufa sem circulagdo forgada de
ar. Apds o tempo de fermentacdo, os frascos foram retirados da estufa
para realizac@o dos ensaios de extragdo da enzima seguindo a matriz do
planejamento fatorial, aleatoriamente.

3.5.3 Extracdo das Enzimas

Apos a produgdo das enzimas conforme a metodologia citada
no item 3.5.2, cada frasco foi retirado da estufa e submetido ao processo
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de extracdo em uma incubadora tipo shaker nas condi¢des prefixadas na
matriz do planejamento fatorial.

Por fim, cada amostra foi filtrada em papel de filtro qualitativo
e 0 extrato enzimatico foi utilizado para a determinacdo da atividade
enzimatica expressa em carboximetilcelulase, ambos em cinco
repeticBes, seguindo as mesmas metodologias descritas na etapa de
determinacdo das enzimas durante o estudo de producéo das enzimas, no
item 3.4.4.5.

3.6 ESTUDO DE ESTABILIDADE DAS ENZIMAS

Nesta etapa do trabalho estudou-se a estabilidade térmica e a
estabilidade frente as variagcbes de pH das enzimas endoglucanases
contidas no extrato enzimatico bruto. Para tal finalidade foi utilizada
uma metodologia baseada na descrita por Zheng e Shetty (2000).

Definida a condicdo de maior producdo das enzimas (item 3.4)
e a melhor condicdo de extragdo (item 3.5), foi realizada uma nova
fermentacdo e extracdo para obtencdo do extrato enzimatico bruto e
avaliac&o da sua estabilidade.

3.6.1 Producao das enzimas celuloliticas

Nessa etapa do trabalho, foi preparado um extrato enzimatico
bruto nas condicdes otimizadas tanto da producdo das enzimas (item
3.4) como na extragdo (item 3.5).

O ensaio de fermentacdo foi realizado em um erlenmeyer de
250 mL contendo 20,00 g7do substrato, concentragdo de esporos de
Trichoderma reesei de 10" esporos.g™ de fermentado e a 30 °C em
estufa sem circulacdo forcada de ar. Apds o periodo de fermentagéo, os
frascos foram retirados da estufa para realizacdo da extracdo das
enzimas.

3.6.2 Efeito da temperatura na estabilidade das enzimas

Para o estudo da termoestabilidade das enzimas, a extracao foi
realizada seguindo as melhores condi¢fes encontradas no estudo da
extracdo das enzimas mostrado no item 3.5 deste trabalho. Assim, foi
realizada a incubagdo do meio fermentado no tamp&o acetato de sédio
50 mM, pH 5,0, na temperatura de 30 °C, sob agitacdo em uma
incubadora tipo shaker. Ao final da incubacéo, a amostra foi filtrada em
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papel de filtro qualitativo e o extrato enzimatico bruto foi utilizado para
0 estudo da termoestabilidade das enzimas produzidas.

A estabilidade das enzimas frente a variacdo da temperatura foi
avaliada incubando o extrato em temperaturas de 10 a 90 °C, em
intervalos de 10 °C, por 20 minutos e, apds esse tempo, foi analisada a
atividade de carboximetilcelulases, seguindo a metodologia descrita no
item 3.4.4.5. Os resultados foram expressos em termos da atividade
residual (%), a partir da Equacéo 19.

atividademubaga0 *100
atividade

Atividade residual (%) = (19)

padréo

Onde:
Atividade ncupagzo — atividade de CMCase apos a incubagéo;
atividadepagrso — atividade maxima de CMCase na condigéo de 30 °C.

3.6.3 Efeito do pH na estabilidade das enzimas

No estudo do efeito do pH na estabilidade das enzimas
produzidas com o residuo de acerola, as enzimas foram produzidas
seguindo a mesma metodologia descrita na termoestabilidade (item
3.6.2) e a extracdo das enzimas foi realizada nas condi¢cGes também
otimizadas mas utilizando os seguintes tampdes: 0,1 M glicina-HCI para
pH em 2,5; tampéo acetato de s6dio 200 mM para pH numa faixa de 3,5
—6,5; 0,1 M Tris-HCI para faixas de 7,5 — 8,5 e para a faixa de pH 9,5 —
10,5 utilizou-se 0,1 M glicina-NaOH.

Ap6s a extracdo, foi analisada a atividade de
carboximetilcelulases, seguindo a mesma metodologia utilizada nas
outras etapas deste trabalho. Os resultados foram expressos em termos
da atividade residual (%), a partir da Equacé&o 20.

atividade 5
Atividade residual (%) = ———ba@0 %19 (20)
atividade

padrédo

Onde:

Atividadecunagzo — Valor da atividade de CMCase obtida apos ser
submetida a extragdo em meios com diferentes valores de pH
atividadepagrso — Valor da atividade maxima de CMCase determinada na
condi¢do padréo de pH (5,00).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO SUBSTRATO

Com o objetivo de conhecer a composi¢do do residuo de
acerola, a sua caracterizagdo fisico-quimica foi realizada avaliando
diversas caracteristicas desse residuo, assim como dados importantes a
respeito do contelido de nutrientes que sdo importantes na sintese de
celulases, como o percentual de celulose e acUcares redutores, bem
como grandezas que afetam o processo de fermentagdo em estado
s6lido, como o pH, umidade, granulometria e atividade de &gua. Os
resultados obtidos com as analises fisico-quimicas estdo apresentados na

Tabela 7.
Takggla 7 - Caracterizagéo fisico-quimica do residuo de acerola desidratado e
moldo.

ANALISE VALORES CV* (%)
Densidade Aparente (g.cm™) 0,26 + 0,00 0,98
Densidade Real (g.cm™®) 1,00 + 0,00 0,00
Porosidade do leito 0,74 +0,00 0,00
pH 3,54 +0,01 0,24
%brix (%, m.m™) 2,13 +0,08 3,76
AR** (%, m.m™) 0,87 +0,01 1,15
Pectina (%, m.m™) 7,15 +0,11 1,50
Umidade (b.u.) (%, m.m™) 7,98 +0,21 2,69
Cinzas (%, m.m™) 2,36 + 0,05 2,29
Extrativos (%, m.m™) 14,89 + 0,95 6,41
Lignina (%, m.m™) 28,03+ 0,68 2,42
Holocelulose (%, m.m™) 44,30 + 0,65 1,47
a-celulose (%, m.m™) 43,82 +3,31 7,54
Hemicelulose (%, m.m™) 0,48

*CV — Coeficiente de Variagdo (%); **AR - Aglcares Redutores.



72

4.1.1 Granulometria

Com o intuito de avaliar a area superficial acessivel ao
microrganismo e para uma posterior etapa de extracdo da enzima, a
caracterizacdo da estrutura fisica do substrato foi realizada, seguindo a
metodologia descrita no item 3.2.1. Maior area superficial para o ataque
microbiano pode ser oferecida por particulas de tamanho reduzido, que,
entretanto, tendem a facil compactacdo, o que pode comprometer a
aeracdo do sistema e a respiracdo (PINTO et al., 2006). Por conta disso,
o perfil granulométrico do residuo de acerola foi avaliado em relacéo a
porosidade do leito formado pelo residuo e ao tamanho das particulas,
apresentados na Figura 5.

Figura 5 - Perfil granulométrico do residuo de acerola desidratado e moido.
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A distribuicdo granulométrica do residuo de acerola, conforme
apresentado na Figura 5, apresenta a maioria das particulas com
didmetro entre 0,3 e 0,85 mm, o que representa tamanho satisfatorio
para a fermentagdo em estado sélido com fungos filamentosos. Correia
(2004) trabalhou com o residuo de abacaxi com particulas de tamanho
maior que 0,42 mm, e Souza et al. (2008), estudando a producdo de
enzimas pectinoliticas por fermentagdo em estado so6lido com
Aspergillus niger, trabalharam com particulas que apresentavam
tamanhos entre 0,42 e 0,85 mm. Outros estudos visando a producédo de
celulases por fermentacdo em estado s6lido em bagaco de caju
utilizaram o substrato com particulas de, em média, 0,42 mm
(TAVARES, 2009; AMORIM, 2010).
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4.1.2 Umidade

Os processos da fermentacdo em estado sélido ocorrem na
auséncia de agua livre, que se encontra complexada com a matriz sélida
de substrato, ou como uma fina camada absorvida pela superficie das
particulas. Umidades elevadas resultam em baixa difusdo de oxigénio,
aumento do risco de contaminacdo, diminuicdo da porosidade, além da
reducdo no volume de gas, e a consequente reducdo das trocas gasosas.
J4 a limitacdo de agua pode reduzir o crescimento microbiano, e
consequentemente a reducdo da utilizacdo do substrato e 0 aumento do
periodo de aclimatago celular (CASTRO e PEREIRA-JUNIOR, 2010).

Em geral, no processo de fermentagdo em estado sdlido, o teor
de umidade varia entre 30-85 % e a atividade de &gua tipica vai de 0,40-
0,90. Estas condigdes podem simular aquelas encontradas na natureza,
possibilitando o processo de fermentacdo (ROBINSON e NIGAM,
2003).

Por conta disso, isotermas de adsor¢do de umidade do residuo
de acerola foram construidas, com o intuito de correlacionar a atividade
de agua do material e a umidade de equilibrio, possibilitando a
determinacdo da umidade inicial na qual o microrganismo deve ser
inoculado, proporcionando quantidade de 4agua suficiente para
adaptacdo, crescimento e metabolismo do Trichoderma reesei para a
producdo de celulases por fermentacdo em estado sélido.

A Figura 6 apresenta as isotermas de adsor¢do de umidade do
bagaco de acerola a 25, 30, 35 e 40 °C.
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Figura 6 - Isotermas de adsorcdo de umidade do residuo de acerola desidratado
e moido.
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Nas faixas de umidade abaixo de 12,78 %, a atividade de agua
para todas as temperaturas foi abaixo de 0,7, valor critico para o
desenvolvimento de bolores, e ideal para seu armazenamento, pois
proporciona diminuicdo da proliferacdo de microrganismos e
manutencdo da estabilidade quimica, fisico-quimica e bioquimica
originais do bagago em estudo.

J4 nas faixas de umidade acima de 16,34 % para todas as
temperaturas, as atividades de agua foram encontradas acima de 0,7, o
que pode ser suficiente para o crescimento de microrganismos. Dessa
forma, o estudo da producéo das enzimas celuloliticas deve ser realizado
com umidades iniciais de fermentacdo acima de 16,34 %.

A umidade encontrada no residuo de acerola foi de 7,98 %, o
gue é ideal para o armazenamento do material e posteriores
reumidificacdo do meio para os ensaios de fermentacéo.

4.1.3 pH

Caracterizada como uma variavel importante para 0s processos
bioquimicos, o pH é um fator imprescindivel que deve ser levado em
consideracdo para o estudo de processos de fermentacdo, principalmente
devido ao fato de que cada microrganismo apresenta um pH minimo,
6timo e maximo para o seu desenvolvimento. Os fungos apresentam
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como condi¢des favoraveis de desenvolvimento, um pH baixo, entre
3,00 e 5,00 (SANTOS, 2007). O residuo de acerola apresentou pH de
3,54, valor que esta de acordo com outros estudos que utilizaram
residuos de outras frutas como substrato para processos fermentativos
(SOUZA, 2008; AMORIM, 2010; CAMPOS, 2003).

4.1.4 Sélidos solaveis (°brix)

O °Brix representa a porcentagem de solidos sollveis, e para
esta grandeza, o residuo de acerola apresentou 2,13 %. E provavel que o
tratamento industrial da acerola, do qual resultou o residuo de acerola,
pode ter impacto na concentracdo de sélidos solUveis do material em
questdo, além da concentracdo de agUcares redutores, que interfere neste
resultado.

4.1.5 Extrativos

O teor de extrativos obtido com o residuo agroindustrial de
acerola foi de 14,89 %, valor semelhante ao encontrados em outros
residuos (AMORIM, 2010 e RUEDA, 2010). A extragdo com solventes
organicos possibilitou a remocdo de extrativos, dentre os quais estdo
incluidas as lignanas, terpenos, flavonoides, além de outros compostos
aromaticos. Esses compostos podem condensar com a lignina insoltvel,
0 que pode interferir na analise (MARABEZI, 2009).

4.1.6 Acucares redutores

A glicose costuma ser a principal fonte de carbono para 0s
processos de fermentacdo, porém outros agucares podem ser utilizados,
como sacarose e maltose, além de outros compostos organicos
complexos, como o amido e a celulose. Para isso, a glicose deve estar
em quantidade suficiente para proporcionar um crescimento inicial, mas
ndo o suficiente para impedir a capacidade do microrganismo de
metabolizar a fonte indutora, que é a celulose. Esta fonte indutora, por
outro lado, ndo deve estar em valores acentuados, de maneira que
impeca a excrecdo da enzima pelo microrganismo.

O residuo de acerola apresentou um baixo teor de aglcares
redutores (0,87 %), fato este que pode ndo ser limitador ao processo de
producdo de celulases a depender de outros fatores como a presenga de
fontes de celulose que induzam a excregdo das enzimas.
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4.1.7 Holocelulose e Hemicelulose

O teor de holocelulose encontrado no residuo agroindustrial de
acerola utilizado no estudo foi de 44,30 %, valor semelhante ao
encontrado em outros residuos agroindustriais que posteriormente foram
submetidos a fermentacdo ou extracdo de celulases, como fibra bruta do
pseudocaule da bananeira com 43,25 % (PEREIRA et al., 2010), bagaco
de cana-de-aclcar com teor de 46,62 % de holocelulose, farelo de soja
com 3459 % (RODRIGUES-ZUNIGA et al., 2011). Além disso,
percebe-se uma quantidade satisfatoria da fonte indutora para produgéo
das enzimas celuloliticas.

Ja o teor de hemicelulose encontrado no residuo estudado
apresentou baixo valor (0,48 %) em relagdo a literatura consultada
(PEREIRA et al., 2010; RODRIGUES-ZUNIGA et al., 2011), resultado
gue demonstra 0 aumento da quantidade de celulose disponivel como
fonte indutora, 0 que pode proporcionar um possivel aumento da
producdo de celulases pelo microrganismo utilizado no processo de
fermentacéo.

4.1.8 Lignina

O percentual de lignina no residuo de acerola foi de 28,03 %,
valor este considerado moderado para esse tipo de estudo, tendo em
vista que a lignina pode dificultar o ataque microbiano a fonte indutora
presente no residuo. Apesar disso, nesse trabalho optou-se por realizar a
producdo das enzimas sem um pré-tratamento do material para
deslignificar o substrato, com o objetivo de analisar a produgdo da
enzima no substrato com sua estrutura ndo modificada, da forma em que
0 mesmo € disposto no meio ambiente, com minimo de manipulagéo
possivel.

4.1.9 Cinzas

O percentual de cinzas encontrado no residuo de acerola foi de
2,36 %, valor um pouco acima de outros trabalhos com residuos
agroindustriais como o residuo de cana-de-aglcar (RUEDA, 2010) e
residuo de caju (AMORIM, 2010).
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4.1.10 Pectina

As pectinas sdo uma familia de oligossacarideos e
polissacarideos de constituicdo complexa (OLIVEIRA, 2013), e formam
um grupo heterogéneo com diferentes massas moleculares e graus de
esterificacdo, responsaveis pela rigidez e protecdo a célula vegetal
(KOBLITZ, 2010). As cascas de frutas citricas e o0 bagaco de maca tém
sido explorados comercialmente para a extracdo de pectinas
(VRIESMANN et al., 2011), com teores na casca de laranja e lim&o, por
exemplo, encontra-se na faixa de 25-30 % (m.m™), em base seca
(BAGHERIAN et al., 2011).

O teor de pectina encontrado no residuo estudado foi de 7,15 %,
demonstrando o baixo potencial para a extragdo desta substancia no
residuo a ser estudado.

4.2 ESTUDO DA PRODUCAO DAS CELULASES
4.2.1 Producdo das celulases

As Figuras 7, 8, 9 e 10 apresentam os resultados obtidos para a
umidade, pH, aglcares redutores e atividade enzimatica
(carboximetilcelulase), respectivamente, durante os 9 ensaios realizados
para 0 estudo da producdo das celulases conforme a Tabela 3
apresentada no item 3.4.1 deste trabalho. Os valores correspondentes a
cada andlise apresentada nas figuras a seguir estdo apresentados nas
Tabelas 12, 13, 14 e 15 contidas no Anexo A deste trabalho.
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Conforme os resultados apresentados na Figura 7, a umidade
manteve-se praticamente constante nas primeiras 216 horas do processo
fermentativo e, a partir deste tempo, 0 seu teor decresceu até o final do
processo, provavelmente devido as atividades microbianas ocorridas ao
longo do processo fermentativo. Nos ensaios 3 e 4, o decréscimo foi
mais evidente provavelmente devido a sua maior concentracdo de
nitrogénio (1,00 %), e consequentemente uma maior utilizagdo de agua
por conta de maiores atividades metabdlicas, visto que o nitrogénio é um
fator importante de crescimento.

A Figura 8 apresenta os resultados obtidos de pH para os 9
ensaios realizados no estudo da producédo das enzimas.
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Através da Figura 8 percebe-se um leve aumento do pH na
maioria dos ensaios a partir de 72 horas do processo fermentativo. Ja no
ensaio 4 esse aumento foi iniciado logo com 48 horas processo.

E possivel perceber também um comportamento diferenciado
no pH do ensaio 2 que apresentou um aumento no seu valor a partir de
48 horas e atingiu uma faixa de pH em torno de 4,8. O comportamento
diferenciado nos valores de pH para o ensaio 2 pode ser justificado pelas
condicBes de 65 % de umidade e 0,50 % de fonte adicional de
nitrogénio, o que pode ter induzido uma maior assimilacdo de acidos
organicos pelo microrganismo.

A Figura 9 apresenta os resultados obtidos de agucares
redutores (AR) para os 9 ensaios realizados no estudo da producdo das
enzimas.
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A Figura 9 mostra que, desde o inicio do processo de producéo
das enzimas, houve um decréscimo nos aclcares redutores do meio
devido as atividades metabdlicas do microrganismo que utiliza esses
aclcares como fonte energética para o seu desenvolvimento.

E possivel perceber que os ensaios 1 e 3 apresentaram uma
reducdo mais lenta dos agUcares, provavelmente devido ao fato de
nesses ensaios as umidades iniciais terem sido de apenas 45 %, de forma
que 0 microrganismo passa por uma maior fase de adaptacdo ao meio. Ja
nos ensaios 2 e 4, percebe-se uma maior velocidade de consumo dos
aclcares e, por conseguinte, uma menor fase de adaptagdo desse
microrganismo.

Além disso, percebe-se que em todos os ensaios, apds 120 horas
de fermentagdo ndo houve mais variagdo na concentracdo de aglcares
redutores.

A Figura 10 apresenta os resultados obtidos de atividade
enzimatica expressa em carboximetilcelulase (CMCase) para os 9
ensaios realizados no estudo da producéo das enzimas.
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Através da Figura 10 percebe-se que em todos os ensaios houve
um aumento na atividade enzimatica, demonstrando a possibilidade de
producdo desse tipo de enzima com o residuo de acerola. Dentre as
condicOes estudadas, 0 ensaio que apresentou uma maior producgdo das
enzimas foi o ensaio 3 que foi conduzido com 45 % de umidade e
concentracdo de nitrogénio de 1,00 %, alcancando uma atividade
celulolitica de 1,25 U.g™ ap6s 216 horas de fermentagéo.

E possivel perceber também que houve uma pequena
discrepancia entre os pontos centrais, 0 que pode ser justificado pelo
fato de que o processo foi conduzido em estado s6lido e com elevada
heterogeneidade, o que pode dificultar a reprodutibilidade de ensaios
bem como o processo de amostragem.

4.2.2 Analise estatistica da producgéo das celulases

Para a andlise estatistica da produgdo das celulases, foi
considerado o fato de que a maior atividade enzimatica obtida foi no
ensaio 3 em 216 horas de fermentacdo e, por isso, os resultados
analisados estatisticamente foram os valores obtidos para cada ensaio
nesse mesmo tempo.

A Tabela 8 apresenta os valores obtidos de carboximetilcelulase
(CMCase), em U.g", com 216 horas de fermentacdo do residuo de
acerola tendo como microrganismo metabolizador o Trichoderma
reesei.

Tabela 8 - Atividade enzimatica (CMCase) obtida nos ensaios do planejamento
experimental do tipo 2°.

Ensaio U (%) N (%) CMCase (U.g™h
1 -1 (45,00) -1 (0,50) 0,6565
2 +1 (65,00) -1 (0,50) 0,2362
3 -1 (45,00) +1 (1,00) 1,2517
4 +1 (65,00) +1 (1,00) 0,5444
5 0 (55,00) 0(0,75) 0,4813
6 0 (55,00) 0(0,75) 0,5823
7 0 (55,00) 0(0,75) 0,5553
8 0 (55,00) 0(0,75) 0,5102
9 0 (55,00) 0 (0,75) 0,5432

Dentre o0s ensaios realizados, destaca-se o ensaio 3, no qual
utilizou-se uma umidade inicial do meio fermentativo de 45 % e adigéo
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de 1,00 % de fonte de nitrogénio e que foi alcancada a maior atividade
enzimatica, com 1,25 U.g™.

Os valores obtidos foram analisados no programa
STATISTICA 12.0. A Equacgdo 21 apresenta 0 modelo da resposta
atividade enzimatica, carboximetilcelulase, e ¢ dada em funcdo dos
valores codificados das varidveis umidade (U) e fonte adicional de
nitrogénio (N). Os coeficientes em negrito sdo 0s que possuem
significancia para um nivel de 95 % de confianca.

CMCase (U.g’) = 0595678 — 0,563800*U + 0,451700*N —
0,143500%U*N (21)

A Figura 11 apresenta o Diagrama de Pareto para a avaliacdo da
influéncia das variaveis independentes sob a variavel depenende,
carboximetilcelulase.

Figura 11 - Diagrama de Pareto para o planejamento experimental do tipo 22
para a producéo das celulases.

(1)UMIDADE (%) | -14,3048

2NITROGENIO (%) | 11,46036

1by2 -3,64083

p=,05

O diagrama de Pareto apresenta de forma rapida e clara os
efeitos que sdo estatisticamente importantes, considerando os efeitos
cujos retangulos estiverem a direita da linha diviséria (CALADO e
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MONTGOMERY, 2003). Avaliando o diagrama percebe-se que tanto as
variaveis independentes, umidade inicial e fonte adicional de nitrogénio,
como a interacdo entre elas, apresentaram influéncia estatisticamente
significativa sobre a variavel de estudo, carboximetilcelulase.

A Tabela 9 apresenta a ANOVA da resposta atividade
enzimatica, carboximetilcelulase.
Tabela 9 - ANOVA da resposta atividade enzimatica, carboximetilcelulase.

Soma dos Graus de Média
\ljgpi;eggg guadrados liberdade quadratica | Feaiculado
(SQ) (GL) (MQ)
Regressédo 0,542495 3 0,18083167 18,69
Residuo 0,048375 5 0,009675
Total 0,590870 8

*R?=91,81 % ; Feapelado = 5,409

Os dados da Tabela 9 mostram que o modelo é estatisticamente
significativo, ao nivel de 95 % de confianga, pois a razao de Feycuiago POF
Frabelado € igual a 3,46, estando acima de 1,0 (RODRIGUES e IEMMA,
2005).

Sendo o modelo da resposta em estudo estatisticamente
significativo, pode-se construir a superficie de resposta, apresentada na
Figura 12.
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Figura 12 - Superficie de resposta: influéncia das variaveis umidade inicial (U)
e fonte adicional de nitrogénio (N) sobre a atividade enzimatica,
carboximetilcelulase (CMCase).
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Analisando a Figura 12, observa-se que a diminuicdo da
umidade e o aumento da fonte adicional de nitrogénio propicia um
aumento na atividade enzimatica, onde se operando nos niveis -1 (45 %)
e +1 (1,00 %) para estas variaveis, respectivamente, obtém-se atividades
enzimaticas acima de 1,25 U.g™.

Oliveira-Janior (2014) obteve seus melhores resultados para a
atividade enzimatica (expressa em CMCase) de 0,294 Ul.mL™, na
fermentacdo em estado sélido com os substratos bagaco de coco e
pedinculo do caju e o microrganismo Penicillium chrysogenum.
Amorim (2010) estudando a producdo de enzimas celuloliticas
(expressas em carboximetilcelulase) por fermentacdo em estado sélido
com residuo de caju, utilizando o microrganismo Trichoderma sp.,
apresentou maior valor dessa atividade para o residuo de caju lavado,
quando se utilizou 45 % de umidade inicial e 1,00 % de adi¢do de fonte
de nitrogénio com um pico de atividade de 1,173U.g" em 42 horas de
fermentacéo.
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Ja no trabalho de Aleixo-Junior (2014), utilizando como
substrato o residuo de caju e o microrganismo Trichoderma reesei,
obteve o seu melhor resultado de atividade enzimatica (expressa como
CMCase) com 3,068 U.g™ nas condicdes de 45 % de umidade, 1,00 %
de concentracdo de nitrogénio e 0,25 % de carboximetilcelulose. Santos
(2007) encontrou picos de atividades enzimaticas utilizando dois
residuos de peddnculo de caju com 40 % de umidade e 1 % de
concentracao de nitrogénio.

Na maioria desses trabalhos citados na literatura os resultados
obtidos foram semelhantes ao encontrado nesse trabalho para a faixa
estudada, evidenciando o potencial do residuo agroindustrial de acerola
como substrato para a producdo de enzimas celuloliticas.

4.3 ESTUDO DA EXTRACAO DAS CELULASES

O estudo da extracdo das enzimas produzidas por fermentagio
em estado solido foi realizado por meio de um planejamento fatorial do
tipo 2° com cinco repeticdes no ponto central, e a Tabela 10 apresenta 0s
resultados obtidos de carboximetilcelulase (CMCase), em U.g™, nas
diferentes condicBes de extracdo conforme as Tabelas 5 e 6 apresentadas
no item 3.5.1 deste trabalho.

Tabela 10 - Atividade enzimatica (CMCase) obtida nos ensaios do planejamento
experimental do tipo 2°.

Ensaio | Agitacdo | Tempo Me:Vs CMCase (U.g™)
1 -1 (50) -1(15) -1 (01:15) 1,1682
2 +1(150) | -1(15) | -1(01:15) 1,2020
3 -1 (50) +1 (45) -1 (01:15) 0,9157
4 +1(150) | +1(45) -1 (01:15) 1,0956
5 -1 (50) -1(15) | +1(01:45) 2,0697
6 +1 (150) -1(15) +1 (01:45) 2,0771
7 -1 (50) +1(45) | +1(01:45) 1,8976
8 +1(150) | +1(45) | +1(01:45) 2,1497
9 0 (100) 0 (30) 0 (01:30) 1,5469
10 0 (100) 0 (30) 0 (01:30) 1,4695
11 0 (100) 0 (30) 0 (01:30) 1,5247
12 0 (100) 0 (30) 0 (01:30) 1,4348
13 0 (100) 0 (30) 0 (01:30) 1,5789




90

Dentre os ensaios realizados, destaca-se 0 ensaio 8, no qual
utilizou-se uma agitacdo de 150 rpm, 45 minutos de extracdo e
proporcdo de extracdo de 01:45 apresentando 2,15 U.g™ de atividade
enzimatica.

Os valores obtidos foram analisados no programa
STATISTICA 12.0. A Equacdo 22 apresenta o modelo da resposta da
atividade enzimatica, carboximetilcelulase, e ¢ dada em fungdo dos
valores codificados das variaveis agitacdo (AGT), tempo de extracao (T)
e propor¢do de extracdo (DIL). Os coeficientes em negrito sdo 0s que
possuem significancia para um nivel de 90 % de confianga, como podem
ser observados no Diagrama de Pareto (Figura 13).

CMCase (U.gh) = 1,548492 + 0,1183*AGT — 0,1146*TEMPO +
0,953150*DIL + 0,0977*AGT*TEMPO + 0,01145*AGT*DIL +
0,06485*TEMPO*DIL (22)

A Figura 13 apresenta o Diagrama de Pareto para a avaliagdo da
influéncia das variaveis independentes sob a variavel dependente,
carboximetilcelulase.

Figura 13 - Diagrama de Pareto para o planejamento experimental do tipo 2°
para estudo da extracdo das celulases.

(3)DILUICAO (solvente/massa) I23: 10404
(DAGITACAO (rpm) 2,867553
(2)TEMPO (min) -2,77787
1by2 D 368216
2by3 1671943
1by3 2TTp442

p=,05
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Percebe-se no diagrama que todas as variaveis independentes
apresentaram influéncia estatisticamente significativa sobre a variavel
resposta estudada, carboximetilcelulase, sendo a variavel com maior
influéncia a taxa de diluicdo (solvente/massa). Apesar das variaveis
independentes apresentarem influencia estatisticamente significativa
sobre a varidvel resposta, a interacdo entre essas varidveis nao apresenta
esse tipo de influencia.

A Tabela 11 apresenta a ANOVA da resposta atividade
enzimatica, carboximetilcelulase.

Tabela 11 - ANOVA da resposta atividade enzimatica, carboximetilcelulase.

Fonte de Soma dos C_-)raus de Méd,ie}
variagao quadrados liberdade guadratica Fealculado
(SQ) (GL) (MQ)
Regressdo 1,89901 6 0,31650167 12,27
Residuo 0,026276 6 0,00437933
Total 1,925286 12

*R?=98,64 % ; Frapelado = 4,284

Os dados da Tabela 11 mostram que o0 modelo é
estatisticamente significativo, ao nivel de 90 % de confianca, pois a
razdo de Feaculado POr Franelado € igual a 16,87, estando acima de 1,0
(RODRIGUES e IEMMA, 2005). Sendo o modelo da resposta
estatisticamente significativo, pode-se construir a superficie de resposta,
Figura 14, e avaliar influéncia das varidveis independentes sobre a
resposta.
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Figura 14 - Superficie de resposta: influéncia das variaveis agitacdo (AGT) e
proporcao de extracdo (DIL) sobre a atividade enzimatica, carboximetilcelulase
(CMCase), fixado o tempo no ponto central 0 (30 minutos).
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Analisando a Figura 14, observa-se que a agitacdo apresenta
uma pequena influéncia na atividade enzimatica, corroborando com a
analise do diagrama de Pareto, e que quanto maior for o volume de
solvente (para uma mesma massa de fermentado) durante a extracdo,
maior é a atividade enzimatica obtida, pois se operando no nivel +1
(01:45), obtém-se atividades enzimaticas acima de 2,15 U.g™.

Fernandez (2009) desenvolvendo um bioprocesso por
fermentacdo em estado sélido para produzir e recuperar enzimas de
interesse comercial estudou o processo de extracdo de fitase, xilanase e
pectinase e verificou que o pH e a agitacdo como fatores independentes
ndo obtiveram nenhuma influéncia na extracdo da enzima pectinase. Ja
Poletto (2015) avaliou o tempo, temperatura e razdo solido/liquido como
condicBes de extracdo de pectinases de Aspergillus niger LB-02-SF, e
apenas a razdo sélido/liquido foi estatisticamente significativa, com os
melhores valores para pectinases totais nas razfes de 1/30 e 1/45,
valores semelhantes aos encontrados neste estudo.
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4.4 ESTUDO DA ESTABILIDADE DAS CELULASES

Conforme mencionado no item 3.6 deste trabalho, estudos
foram efetuados para avaliar a estabilidade das enzimas celuloliticas
produzidas neste trabalho frente a variacdes da temperatura e do pH.

4.4.1 Estabilidade das celulases frente a varia¢Ges de temperatura

A Figura 15 apresenta os resultados obtidos na avaliacdo da
estabilidade das celulases produzidas por FES com residuo de acerola
frente a variagbes na temperatura conforme citado no item 3.6.2. Os
valores correspondentes a cada analise apresentada na figura a seguir
estdo apresentados na Tabela 16 contida no Anexo A deste trabalho.

Figura 15 - Estabilidade das celulases frente as variagdes de temperatura.
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Conforme apresentado na Figura 15, percebe-se que as
celulases produzidas apresentaram boa estabilidade térmica até a
temperatura de 50 °C apresentando 85,42 % da atividade maxima
determinada nas condic¢Ges padronizadas (pH 4,5 e temperatura de 30
°C). Quando exposta a 60 °C, manteve 40,52 % dessa atividade,
decaindo seu valor e chegando a 0 % a partir de 70 °C.

Gomes et al. (2007) afirmam que enzimas que apresentam
estabilidade em temperaturas acima de 40 °C sdo ditas como
termoestaveis, sendo comum encontrar microrganismos meséfilos que
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crescem em temperatura de 28 e 32°C e produzem enzimas que atuam a
temperatura de 60 °C como, por exemplo, glicoamilase de Neosartorya
fischeri e Aspergillus fumigatus.

No estudo realizado por Santana (2010), celulases foram
produzidas de Moniliophthora perniciosa e mostraram-se termoestaveis
com retencdo da sua atividade padrdo a um nivel de 99 % a 60 °C, 95,05
% a 70 °C, 94,80 % a 80 °C e 88,66 % a 90 °C apds 30 minutos de
incubag&o.

Silva et al. (2013) em um estudo que avaliou a estabilidade
térmica de celulases em extratos aquosos de sementes de Libidibia
ferrea, encontrou celulases termoestveis a 80 °C, com atividade
enzimatica de 1,45 mUA.mL™. J4 no estudo de Kronbauer et al. (2007),
que investigou a produgdo de xilanases por Aspergillus casielus,
encontrou enzimas termoestaveis a 45 °C.

Salamoni (2005), avaliando a producdo e caracterizagdo de
celulases secretadas por Streptomyces sp., verificou que a temperatura
Otima para a atividade de hidrolise das celulases foi de 50 °C, e o valor
otimo de pH foi de 9,0. Estes trabalhos encontrados na literatura
mostram a importdncia do estudo da estabilidade das celulases
encontradas neste estudo, visando sua futura aplicacdo em processos
biotecnoldgicos.

4.4.2 Estabilidade das celulases frente a variacoes de pH

A Figura 16 apresenta os resultados obtidos na avaliacdo da
estabilidade das celulases produzidas por FES com residuo de acerola
frente a variacdes no pH. Os valores correspondentes a cada analise
apresentada na figura a seguir estdo apresentados na Tabela 17 contida
no Anexo A deste trabalho.



Figura 16 - Estabilidade das celulases frente as variaces de pH.
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Observa-se na Figura 16 que as enzimas produzidas nesse

estudo sdo instdveis em pH 2,5 exibindo apenas 51,40 % de sua
atividade maxima. No entanto, apresentou boa tolerancia a valores de
pH entre 3,5 e 5,5, e considerando que o pH natural de sucos € &cido,
esta enzima poderd ser utilizada nos processos industriais de extracéo e
clarificagdo destes, sem perda consideravel de sua estabilidade. A partir
do pH 6,5 ndo foi detectada atividade enzimatica, mostrando
instabilidade das enzimas para meios basicos.

O estudo de estabilidade de carboximetilcelulases realizado por

Albano (2012) mostrou que as enzimas produzidas por fermentacéo em
estado solido apresentaram alta estabilidade em pH 3,00 e moderada
estabilidade com pH entre 4,00 e 8,00, mantendo 70 % da atividade
residual em pH de 4,00 e 5,00, e 56 % em pH 7,00 e 8,00.

Santos et al. (2014a), estudando a producdo de celulases
estaveis a temperatura e pH a partir da fermentacdo em estado sélido da
palma forrageira, encontraram enzimas com grande tolerancia a
exposicdo em ampla faixa de temperatura (0 a 80 °C) e a faixa de pH
tolerada pelas enzimas foi de 3 a 9, com atividades superiores a 50 %
durante 150 minutos. No estudo de Casciatori et al. (2014), foi avaliada
a estabilidade ao pH e a temperatura e efeito de ions sobre a atividade de
endoglucanase produzida pelo fungo Myceliophthora sp., e a atividade

enzimatica foi maior em pH 4,5 e na temperatura de 55 °C.
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Estes resultados corroboram os dados de estabilidade térmica e
de pH, para as celulases obtidas a partir da fermentacdo em estado
solido do residuo agroindustrial de acerola, demonstrando um potencial
para sua aplicacdo industrial, o que deve ocorrer com um planejamento
baseado em estudos mais aprofundados, visando a viabilidade do
processo.



5 CONCLUSOES

Com a realizacdo deste trabalho foi possivel analisar a
viabilidade de produzir celulases por meio de um processo de
fermentacdo em estado s6lido com residuo agroindustrial de acerola,
utilizando como agente metabolizador o microrganismo Trichoderma
reesei.

A caracterizacdo fisico-quimica do residuo foi realizada
avaliando diversas grandezas importantes para a elucidagdo do contetido
de nutrientes que sdo importantes na sintese de celulases, bem como as
condigBes necessarias para o processo de fermentagdo em estado sélido.
Com os resultados da caracterizacdo percebeu-se que este residuo possui
caracteristicas necessarias para a producdo da enzima com fonte
energética na forma de agUcares redutores (0,87 %) e fonte indutora na
forma de celulose (44,30 %). Além disso, o residuo apresentou
condigBes ideais para o processo de fermentacdo em estado solido como
pH &cido (3,54) e tamanhos de particulas entre 0,3 e 0,85 mm.

O estudo da producdo das enzimas carboximetilcelulase
mostrou que sua maior produgdo ocorreu no ensaio em que se utilizou
45 % de umidade inicial do meio e 1,00 % de fonte adicional de
nitrogénio, e a maior atividade enzimatica obtida foi 1,25 U.g™ em 216
horas de fermentacdo do residuo de acerola.

Uma avaliacdo estatistica dos resultados obtidos de atividade
enzimatica mostrou que tanto as varidveis independentes, umidade
inicial e fonte adicional de nitrogénio, quanto a interacdo entre elas
apresentaram influéncia estatisticamente significativa sobre a variavel
resposta estudada, carboximetilcelulase, a um nivel de 95 % de
confiabilidade, de forma que a diminui¢do da umidade e o aumento da
fonte adicional de nitrogénio propicia um aumento na atividade
enzimatica, de tal forma que se operando nos niveis -1 (45 %) e +1 (1,00
%) para estas variaveis, respectivamente, obtém-se atividades
enziméticas acima de 1,25 U.g™.

No estudo estatistico da extracdo das celulases percebeu-se que
todas as variaveis indepenentes (agitacdo, tempo e taxa de diluigdo)
apresentaram influencia estatisticamente significativa sobre a variavel
resposta, carboximetilcelulase, a um nivel de 90 % de confiabilidade,
sendo a taxa de diluicdo a varidvel que apresentou maior influencia.
Além disso, a interagdo entre as variaveis independentes néo
apresentaram influencia sobre a variavel dependente. Constatou-se que,
dentro da faixa estudada, quanto maior for o volume de solvente (para
uma mesma massa de fermentado) durante a extracdo, maior é a
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atividade enzimatica obtida, e que foram alcancadas maiores atividades
enzimaticas quando a extracdo aconteceu sob uma agitacdo de 150 rpm,
com um tempo de 45 minutos e uma proporcao de extragdo de 01:45,
obtendo uma maior atividade enzimética com 2,15 U.g™.

Na avaliacdo da estabilidade das enzimas produzidas, percebeu-
se que as celulases produzidas apresentaram boa estabilidade térmica até
a temperatura de 50 °C, apresentando 85,42 % da atividade méxima
determinada nas condi¢des padrdo. Ja em relacdo a mudancas no pH, as
enzimas produzidas nesse estudo sdo estaveis em uma faixa de pH entre
3,5 e 55 e instdveis em pH de 2,5 exibindo apenas 51,40 % de sua
atividade maxima, e praticamente nula em pH acima de 6,5.
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