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RESUMO

Dentre as diversas influéncias observadas no processo de fermentagdo semi-
solida, a atividade de dgua ¢ um dos fatores mais importantes, pois estd diretamente
relacionada com a quantidade de agua disponivel a0 microrganismo responsavel pela
sintese do produto. Assim, objetivou-se a produgdo de pectinases, usando o pedunculo
de caju seco como meio ¢ o Aspergillus niger CCT 0916 como microrganismo, em um
processo fermemtativo semi-solido, verificando a influéncia da quantidade de dgua e
uma fonte de nitrogénio. Com isso, fez-se a caracterizagio fisico-quimica do residuo, o
levantamento e ajuste das isotermas de adsbrqﬁo, o calculo do calor isostérico total e,
verificou-se a influéncia da umidade inicial ¢ a concentragdo de sulfato de amdnio no
meio através da execucdo de um planejamento fatonal 2%, Observou-se que a
caracterizagdio do pedunculo indicou a necessidade do ajuste da concentragdo de
aclcares redutores e da pectina. O modelo de GAB fo1 0 que melhor ajustou as
isotermas de adsor¢do. A atividade poligalacturondsica maxima foi obtida com
atividade de agua entre 0,99 ¢ 1,00 e a atividade pectinolitica foi obtida com atividade
de agua igual a 0,99, Ocorreu ubigo pela presenga do sulfato de amdnio no meio
fermentativo com concentragdes a partir de 1,5%, tendo apresentado efeito negativo
sobre as atividades enzimaticas observadas. Diferentemente da umidade inicial que
apresentou efeito positivo sobre as mesmas. Os maiores valores de atividade enzimatica
foram 11 U/g. Constatou-se também que o bagago seco do pedhnculo do caju € um

substrato competitivo perante outros descritos na literatura.

Palavras-chave: 1soterma de adsorg@o, Aspergillus niger, sulfato de amonio,

poligalacturonase



ABSTRACT

The water activity is one of the most important factor in this process, because it
is related with the quantity of available water for the microorganism responsible for the
synthesis of the product because the larges quantities of the agro industrial residues. In
this context, this work has the objective the production of pectinases, using the cashew
peduncle like substratum and the Aspergillus niger CCT 0916 like microorganism, in a
solid-state fermentation process, checking the influence of water quantity and nitrogen
source. It had done the physiochemical characterization of the residue, the construction
and adjusts of the adsorption isotherms, the calculation of the isosteric heat and had
checked the influence of the initial moisture and the ammonium sulphate concentration
in the medium by factorial design. It observed that the peduncle characterization
showed the necessity of adjust of reducing sugar and pectin. The best equation to fit the
adsorption isotherms were GAB model. The maximum poligalacturonase activity was
obtained with water activity between 0.99 and 1.00. The maximum pectinolytic activity
:N&S obtained with 0.99 of water activity. It was observed that occurred inhibition in the
medium by presence of ammonium sulphate with concentration equal and over 1.5%.
Thﬁ variable showed negative effect on enzymatic activity. In the other hand, the inicial
moisture showed positive effect on the same response. The most values of enzymatic
activity were 11 U/g. It had evidenced that the dry bagasse of the cashew peduncle is a

competitive substratum.

Key-words: adsorption isotherm, Aspergillus niger, ammonium sulphate,

poligalacturonase



CAPITULO 1

1.1 - INTRODUCAQ

PINTO et al. (2006) definem as fermentagBes em meio semi-sohido (FSS) como
sendo o processo em que ha crescimento de microrganismos sobre ou dentro de particulas
em matriz solida, onde a quantidade de liquido apresenta um nivel de atividade de agua
que possa garantir o crescimento € o metabolismo dos microrganismos, mas néo exceda a
maxima capacidade de ligagdo da 4gua com a matriz.

O uso de meio semi-solido pode ser vantajoso por permitir a possibilidade da
utilizagdio de residuos agroindustriais (farelos, cascas e bagacos) como substrato, o que
representa, no Brasil, matéria-prima abundante e de baixo custo.

Sendo em substrato solido, a atividade de agua ¢ uma variavel de vital importincia
no estudo do processo. Este parAmetro indica se o microrganismo podera crescer atraves da
fermentagdo. SANTIN (1996) afirma que o crescimento dos microrganismos depende da
atividade de 4gua, em razdo da influéncia da pressdo osmotica sobre as trocas, através da
membrana celular.

A atividade de agua pode ser relacionada 4 umidade do substrato através de
isotermas de sor¢io para uma dada temperatura. Esta curva é construida usando-se
métodos como o gravimétrico estatico (KUROZAWA et al, 2005, KAYA &
KAHYAOGLU, 2007) e equipamentos como o higrémetro (ARAUJO et al., 2005b;
SILVA et al , 2006).

No método gravimétrico estatico, uma pequena ¢ fina camada da amostra ¢
colocada em um recipiente. Este recipiente € colocado em um pote hermético onde a
umidade relativa é fixada com solugdes saturadas de sais (MATHILOUTHI, 2001).

O conhecimento e a compreensio das 1sotermas dos alimentos, de modo geral, sdo
de grande importincia na area de tecnologia ¢ de ciéncias dos alimentos para a resolugio
de muitos problemas, tais como: avaliagio e caracterizagio das ligagdes da agua; analise
do calor de sor¢io; otimizacio de processos, como o de secagem, avaliagio de problemas
de esfocagem e embalagem; e na estimativa da estabilidade microbiologica, quimica ¢

fisica dos alimentos (DITCHFIELD, 2000). Em relagdo a FSS, as isotermas podem ser



aplicadas quando a relagio da atividade de agua minima de crescimento do microrganismo
e produgiio de produtos com a umidade do meio fermentescivel.

' . As pectinases sdo uma das enzimas mais utilizadas na industria de alimentos,
principalmente, na extragdo, clarificagéo ¢ despectiniza¢do de sucos de frutas; na produgéo
de alimentos para bebés; na industria de fermentados como, por exemplo, na fermentagio
do café, do cacau e do fumo; na extra¢do de oleo vegetal, e, em uso simultineo com as
celulases ¢ hemicelulases, no tratamento de biomassa celulésica. Além disso, sdo utilizadas
na inddstria téxtil para maceragdo do linho e tratamento de fibras téxieis brutas como a juta
e _0 rami.

De forma geral, as pectinases, ou enzimas pectinoliticas, sdo as responsdveis pela
degradagiio das substincias pécticas, sendo produzidas somente por vegetais ¢
microrganismos. Estas estio também envolvidas nos processos fisioldgicos e patologicos
dos vegetais (HENNIES, 1996).

O uso da fermentagio semi-solida para a produgio de pectinases tem sido proposto
usando diversos residuos agroindustriais como substrato; farelos de trigo e de soja, bagagos
de laranja, cana-de-a¢uicar, magéd, entre outros (COUTO & SANROMAN, 2006). No
estudo que sera desenvolvido, prop&e-se a utilizagio do bagago do pedinculo do caju seco
como substrato para o processo de fermentagio.

Observa-se que o cajuetro (Anacardium occidentale 1.} é considerado uma das
frutiferas mais importantes ¢ de ampla distribui¢do nos tropicos. No Brasil, a area ocupada
com esta frutifera ¢ estimada em 700.000 ha dos quais, mais de 90% se encontra na regido
Nordeste e, 80% estio distribuidos nos estados do Piaui, Ceara e Rio Grande do Norte
(EMBRAPA, 2006).

Dentre do contexto mundial, o Brasil se insere como o segundo produtor de

castanhas de caju, ficando abaixo apenas da India, com produgido da castanha de caju da
ordem de 150 mil toneladas anuais, proporcionando 3G mil toneladas de améndoas e
divisas em torno de 140 milhdes de dolares (EMPARN, 2006).

O caju, fruto do cajueiro, tem duas partes: o fruto propriamente dito, gue ¢ a
castanha, ¢ o pseudofruto, chamado cientificamente pedinculo floral, que é a parte
comurmnente vendida como a fruta. Este é muito rico em vitamina C.

No Brasil consomem-se pediinculos do fruto, améndoa e o liquido extraido da
castanha (L.CC - resina liquida caustica). No entanto, quase toda a produgio desses dois

ultimos sfio exportadas.



O desperdicio do pedunculo do caju ¢ apontado como sendo de 85% (KISS, 2005).
Sendo assim, o aproveitamento integral do pedunculo é uma meta a ser atingida aliada a
promogdo comercial.

A necessidade crescente da otimizagdo de produtos e processos, como o FSS,
minimizando custos e tempos, maximizando rendimento, produtividade e qualidade de
produtos, dentre outros objetivos, tem levado profissionais de diferentes formagdes a
buscarem técnicas sistematicas de planejamento de experimentos (RODRIGUES &
IEMMA, 2005).

Diante do exposto, propde-se a utilizagdo do bagago seco do pedinculo do caju
como substrato na produgdo de pectinases através de um processo de fermentagdo semi-
solida, tendo como motivagdo o estudo de alternativas que venham a valorizar a cultura do

caju, aumento sua importincia para o desenvolvimento da regido nordestina.



1.2 — OBJETIVOS

1.2.1 - OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabatho foi o estudo da produgfio de pectinases (cinética
fermentativa) usando como meio o pedinculo do caju e como agente da fermentagio o
microrganismo Aspergiflus niger CCT 0916, vernficando-se a influéncia de pardmetros,

como a umidade inicial e a concentracio de sulfato de amdnio do meio fermentado.
1.2.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizagfo fisico-quimica do bagago do pedinculo do caju: granulomctria,
densidade aparente, sohdos soluvels, pH, umidade, cinzas, aglcares redutores totais
(ART), agiicares redutores (AR), proteina bruta e pectina;

- Levantamentos das isotermas de adsorgdo do bagago seco do pedinculo do caju
nas temperaturas usuais de fermentagio (25, 30, 35 e 40°C), utilizando o método
gravimeétrico estatico. O ajuste dessas isotermas com as diversas equagdes encontradas na
literatura e o calculo do calor isostérico de adsorgéo;

- Aplicagio do planejamento experimental para verificagio da influéneia de
variaveis de entrada sobre respostas de interesse no processo de fermentagio semi-sélida
para producfio de pectinases, considerando como variaveis de entrada a umidade do meio e
a conceniragio de sulfato de amonio (fonte de nitrogénio) e como resposta a atividade

enzimatica.



CAPITULO?2

REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 - FERMENTACAO SEMI-SOLIDA

A FSS também apresenta as seguintes caracteristicas (PINTO et al., 2006):
v A fase solida atua como fonte de carbono, nitrogénio ¢ demaits componentes,
além de servir como suporte para o crescimento das células microbianas;
v" O ar, necessario ao desenvolvimento microbiano, deve atravessar 0s espagos
- vazios do meto a pressdes relativamente baixas;
v O crescimento microbiano ocorre em condigdes mais proximas aos do habitat
natural;
v O meio apresenta alta heterogeneidade e os substratos nfo estdo completamente
acessiveis a0 microrganismo.
Estudos da produg@o de enzimas por fungos na FSS tém mostrado repetidamente
que esta, em comparagdo com a fermentagdo submersa (FSm), € menos propensa a
probleinas com inibigdo do subsirato € produz enzimas com alta estabilidade quanto a
temperatura ¢ ao pH; o tempo de fermenta¢fo pode ser menor em relagfo aos encontrados
na literatura e a degradagdo das enzimas por proteases é minimizada (HOLKER et al.,
2004). Além disso, HESSELTINE (1972} acrescenta outras vantagens como, por exemplo,
simplicidade no preparo do meio de fermentagfio, uma vez que se necessita normalmente
apenas do ingrediente principal e de d4gua para umedecimento; possibilidade de emprego de
residuos abundantes ¢ de custo reduzido como matéria-prima; menor necessidade de
espaco ¢ pouca complexidade dos equipamentos, e maiores rendimentos ¢ concentragao
mais alta do produto desejado, barateando as normalmente onerosas etapas de downstream
processing.

- As vantagens ccologicas da FSS refletem o fato de que os processos sdo conduzidos
sem excesse de agua livre, o que resulta em um consumo minimo de dgua, uma baixa
producfio de agua eftuente e eliminagfio da necessidade do uso de agentes anti-espumantes.

Qutro aspecto favoravel da FSS € que, em muitos casos, pode-se usar residuos
agricolas como fonte de carbono e energia (HOLKER & LENZ, 2005; PINTO et al., 2006,
DEL BIANCHI et al., 2001).



Por outro lado, as matores desvantagens so as dificuldades no monitoramento e
controle dos pardmetros da fermentagdo como o contetido de biomassa, pH, temperatura,
umidade e dificuldades na manutengdo da temperatura ¢ umidade especialmente em larga

escala (HAMIDI-ESFAHANI et al., 2004).
2.1.1 —HISTORICO DA FSS

Fsse processo é conhecido deste tempos antigos, ¢ diferentes fungos t€m sido
cultivados por FSS para produgdo de alimentos.

Exemplos de alimentos que necessitavam de alguma forma da fermentaglo em
estado solido: a produgfio de motho de soja, em 1000 a.C., ¢ a de "Chiang", entre 1500 e
500 a.C., os quais eram obtidos a partir da modificagio enzimatica do meio utilizando-se 0
"Koji", ambos sendo produzidos ha milénios na China.

No ocidente, o primeiro relato atribui-se a Plinio, no séc. I d.C., que descreveu a
maturagio de um queijo do tipo Roquefort utilizando fungos (PINTO et al., 2006).

Em tempos mais recentes, também no ocidente, a partir dos anos 40, a FSS tem
competido com a FSm, devido a necessidade de se produzir antibioticos em larga escala.

Desde 1986, aqui no Brasil, uma série de pesquisas para adicionar valor comercial
a produtos tropicais agricolas ¢ subprodutos utilizando-se da FSS tem sido desenvolvida

, exatamente pela grande quantidade desses residuos que s@io gerados no pais (SOCCOL &
VANDENBERGHE, 2003).

Cada vez mais pesquisadores tém se voltado para a FSS, o que corresponde estudos

para producfio de enzimas, esséncias alimenticias, corantes entre outras substincias de

interesse para a industria de alimentos (ROBINSON & NIGAM, 2003).

2.1.2 — TRABALHOS RELACIONADOS A FSS DESENVOLVIDOS NO LABORATORIO DE
ENGENHARIA BioQUiMICA (LEB)/UFCG

ARAUIJO et al. (2005a) fizeram o enriquecimento protéico da raquete da palma
forrageira em meio semi-sélido. Trés varidveis de cultivo foram usadas: concentragio do
inoculo Succharomyces cerevisiae (5, 10 ¢ 15%), espessura da camada de substrato (2, 4 ¢
6 cm) e temperatura (30, 34 e 38 °C). Os autores observaram que a quantidade maxima de

proteina, nas condi¢des estudadas, foi mator do que 26%, que é compativel ou melhor do



que as concentragdes convencionais de suplemento protéico usadas para alimentagfio
animal. A concentragdo de proteina raquete da cactacea teve uma alta digestibihdade in
vitro (95,8%).

CAMPOS et al. {(2005) fizeram o enriquecimento protéico do bagago do pedunculo
do caju, por cultivo semi-sOlido, usando diferentes concentragdes da levedura
Saccharomyces cerevisae. As concentragdes da tevedura adicionada foram 8, 12 ¢ 16% ¢
as temperaturas do cultivo usadas foram 30, 33 e 36 °C. Estes autores observaram quc o
maior aumento protéico foi alcangado apos 28 h de cultivo (20,25%) e concluiram que a
utilizagio da Saccharomyces cerevisiae através do cultivo semi-solido no bagago do
pedinculo do caju viabiliza a obtengfio de um concentrado protéico, que podera
posteriormente ser utilizado como fonte de alto potencial em ragdo animal.

SANTOS (2007) estudou a produgdo de pectinases através da FSS, usando como
substrato o pedunculo de caju seco ¢ como agente da fermefitagio o microrganismo
Aspergillus niger CCT 0916. Este autor observou a influéncia da umidade tnicial e a
sublementa(;ﬁo do meio com uma fonte de nitrogénio (sulfato de aménio) e uma fonte de
fosforo (fosfato de potassio monobasico). Como meio de cultivo foram utilizados dois
tipos de residuos de pediinculo de caju: sem lavar e lavado. A caracterizagdo fisico-
quimica dos residuos mostrou composigdes diferentes, principalmente em relagio aos
teores de agucares ¢ pectina. Para o residuo sem lavar os picos da atividade
poligalacturonasica (16 U/g) e da redugiio da viscosidade (82%) foram sob as condigdes de
40% b.u de umidade ¢ 1% de nitrogénio sem adig¢fo de fosforo, as 30 h de fermentagio.
Para o residuo lavado, os picos de produgfo enzimatica ocorreram sob as mesmas
condigdes dos picos obtidos com o residuo sem lavar. O pico de atividade
poligalacturonasica foi de 9,84 U/g e o percentual de reduggo de viscosidade foi igual a
81% as 22 h de fermentag&o.

Neste trabaltho, SOUZA et al. (2007), utilizando a casca e ¢ albedo do maracuja,
fizeram a caracterizagfo fisico-quimica deste material com o objetivo de posterior utiliza-
lo em processo de producfio de pectinases através da FSS. Estes autores observaram que as
concentragdes de pectina e aglcares redutores foram iguais a 15,1% e 6,7%,
respectivamente. Além disso, construiram a isoterma de adsor¢fio na provavel temperatura
de fermentagdo (30 °C) para avaliar a atividade de agua do residuo e constataram que o

modelo de GAB fot o que melhor representou os dados experimentais.



2.1.3 - FATORES QUE INFLUENCIAM A FSS

A natureza do substrato solido empregado é um dos mais importantes fatores que
afetam a FSS. Esta selegio depende seriamente dos fatores intimamente relacionados com
o custo ¢ a viabilidade e, ainda, pode envolver o armazenamento de residuos agro-
industriais (COUTO & SANROMAN, 2006).

A escoltha do meio de cultura é tdo essencial para o sucesso do processo
t!ermentativo da FSS quanto a escolha do microrganismo. Nem sempre o meio que permite
o melhor desenvolvimento do microrganismo, favorece a formagio de enzimas (SANTOS
et al 2005a). Nesse sentido, faz-se obrigatoria a caracterizagfio do substrato utilizado no
processo, sendo que as analises que devem ser feitas estdo relacionadas com as variaveis
que afetam o processo em questdo.

A estrutura destes materiais tem como scus principais componentes a celulose,
hemicelulose, lignina, amido, pectina e proteinas, o que os caracleriza como materiais
extremamente heterogéneos. A heterogeneidade dos substratos ndo diz respeito apenas as
variagfes existentes entre diferentes lotes de matéria-prima utilizada, mas também as
variagdes na estrutura quimica de cada uma das moléculas presentes e a propor¢éo entre os
diferentes componentes, que podem variar de acordo com a espécie e tecido vegetal. Desta
forma, cada substrato, com potencial de uso em FSS, deve ser cuidadosamente avaliado
(PINTO et al., 2006).

Dentre os principais fatores importantes para o crescimento microbiano e para a
atividade do substrato esta o tamanho da particula. Geralmente, substratos com particulas
pequenas promovem uma area superficial maior para a agiio microbiana, mas se o tamanho
da particula for muito pequeno, pode ocorrer a aglomeragio do substrato, dificultando
assim o cresctmento microbiano. Por outro lado, particulas grandes promovem maior
espago entre as particulas, embora possua area superficial menor, o que dificultaria a agio
do microrganismo (PANDEY et al., 1999; SANTOS et al., 2005a).

A temperatura € considerada um fator critico, assim comq a umidade ¢ a atividade
de dgua, devido ao acumulo do calor metabolico gerado durante a fermentagfo, que afeta
diretamente a germinag@o dos microrganismos € a formag8o do produto. No processo de
compostagem, estc efeito ¢ desejavel, porém, para processos biotecnologicos, como a
produgiio de enzimas, o calor produzido devera ser imediatamente dissipado, para que o

aumento da temperatura ndo prejudique a fermentagdio descjada (DEL BIANCHI et al.,



2001; PINTO et al., 2006).

O controle do pH durante a FSS dificilmente sera conseguido devido a
heterogeneidade ¢ a consisténcia do material. Como tentativa de amenizar o efeito de uma
varia¢do brusca desse pardmetro, utilizam-se substratos com boa capacidade tamponante
ou a adi¢iio de solugdes-tampdo durante a etapa de umidificagdo (DEL BIANCHI et al,,
2001).

A quantidade de ar a ser introduzida no processo vai depender da natureza dos
microrganismos, da quantidade de calor metabolico a ser dissipado, da espessura da
camada de substrato, da quantidade de CO; e outros metabdlitos voldteis a serem
eliminados ¢ da necessidade de oxigénto para a sintese dos produtos.

Porém, a taxa de aeragdo esta diretamente relacionada ao desenvolvimento do
fendmeno da secagem, que € indesejavel em todos os sistemas da FSS, uma vez que a
desidratagdo do meio faz com que a transferéncia de nutrientes e metaboélitos seja lenta ou
nula, que a pressdo osmotica do meio aumente € se acelere o processo de esporulagio.

O desenvolvimento microbiano requer um grande consumo de oxigénio, portanto, a
passagem forgada dc ar através do meio permite clevadas taxas de crescimento e
produtividade.

Quanto a agitacdo, o emprego da mesma pode vir a fornecer uma melhor
homogeneizagio quanto & distribui¢fio dos inéculos ¢ do umidificante, impedir a formagfo
de agregados e favorecer tanto a transferéncia gasosa pela exposigdo de particulas de
substrato 4 atmosfera do fermentador como a troca de f;alor dentro do meio. Porém, devido
a fragmentagdo mecénica do micélio, podc' interferir na formagdo dos esporos e no
'de__senvo_lvimento natural do microrganismo. Além disso, a agitagio pode causar a
compaciagio do meio ¢ a danificagiio das hifas.

2.1.4 - INFLUENCIA DA ADICAO DE FONTES DE NITROGENIO NA FSS

Um fator bastante importante na produgio de pectinases através da fermentagfo
semi-solida € a composi¢do do meio de cultivo.

O balango apropriado entre as fontes de nitrogénio € importante para o
requerimento nutricional do microrganismo, tanto quanto os efeitos das condigdes do

ambiente, que afetam o crescimento micelial (RAIMBAULT et al., 1977).



- NOOMHORM et al. (1992) observaram o efeito de varios fatores na produgéo de
proteina através da fermentacdo em estado sélido usando como microrganismo o
Aspergillus niger ¢ como substrato a mandioca. Dentre os fatores observados, tem-se a
razdo entre sulfato de amdnia e uréia no meio. Verificou-se que o substrato contendo 10:10
(massa em gramas de sulfato de aménia: massa em gramas de uréia por kg de meio) teve
maior produgfio de proteina. O tratamento com maior concentragio de sulfato de amonio
em relagio 4 concentragiio de uréia (20:10) ndo provocou efcito significativo na
assimila¢@o do nitrogénio pelo microrganismo e produziu o resultado com menor conteido
de proteina. O que indica que hd uma faixa de tolerancia pelo microrganismo para a

concentracio deste nutriente.
2.1.5 - QUANTIDADE DE AGUA NO ME!O FERMENTATIVOQ

A Agua presente no sistema ¢ um fator importantissimo. E essa quantidade de 4gua
csta relacionada com o meio através de duas vartaveis: a umidade €a atividade de agua.

A unmudade diz respeito a percentagem de dgua na massa total do meio. E a
determinacéo do seu valor no processo estd intimamente relacionada com a natureza do
substrato, as necessidades do microrganismo utihizado ¢ o tipo de produto final desejado
(DEL BIANCHI et al., 2001, PINTO et al., 2006).

Segundo DEL BIANCHI et al. (2001), s¢ o nivel de umidade for elevado, implicara
no decréscimo da porosidade do substrato e ira resultar em uma menor difusio de oxigénio
no intenor do meio e, consequentemente, no decréscimo de trocas gasosas, além de
aumentar o risco de contaminagio, principalmente a bacteriana.

Para niveis de umidade menores que o necessitado pelo microrganismo, havera
maior dificuldade na difusdo de nutrientes, resultando em um menor crescimento do
MICTOTganismo e, consequentemente, uma menor produgdo do produto desejado.

O pardmetro atividade de dgua (aw) fornece a quantidade de agua ndo ligada viavel
a disposigdo dos microrganismos. Ela € definida como a razio entre a pressiio de equilibrio
de vapor do substrato em relagdo 4 agua pura, & mesma temperatura (DEL BIANCH]I,
2001).

Segundo PINTO et al. (2006), para um processo fermentativo em meio semi-solido,
os fungos filamentosos, como o Aspergillus niger, por exemplo, sdo os mais adaptaveis a

este tipo de processo, uma vez que 530 capazes de crescerem com pouca agua ¢ muitos
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solidos presentes, atém da propria forma de crescimento por meio de hifas, o que favorece
a colonizagio do meio. Sendo em torno de 0,7 o valor da atividade de agua minima para o
desenvolvimento de suas atividades metabolicas.

Segundo GERVAIS & MOLIN (2003), considerando uma visdo macroscopica do
crescimento microbiano, a taxa da extensdo radial da colonia ¢ uma fungio da atividade de
dgua do meio e, como tal, observa-se uma dependéncia linear com o tempo.

TARAGANO & PILOSOF (1999) otimizaram os parimetros atividade de dgua, pH
e tempo de fermentagio em um processo de FSS. com 0 Aspergillus niger 148 e
observaram como resposta a atividade pectinolitica. As condigdes 6timas obtidas para o

L}

processo_foram: pH entre 6,5 ¢ 7.0; atividade de 4gua inicial entre 0,93 e 0,94; com dois

dias de fermentagio.
2.2 - METODO GRAVIMETRICO ESTATICO: SOLUCOES SATURADAS DE SAIS

Os métodos mais difundidos para a determina¢do da atividade de agua sfio os que
utilizam as solugdes de 4cido sulfiirico, as solugdes insaturadas e saturadas de sais e ainda
o0s equipamentos como o Novacina.

As solugles saturadas de sais s3o consideradas como as mais adequadas, porque
podem liberar ou adsorver agua sem sofrer alteragdo da sua umidade relativa de equilibrio,
apesar de nio haver concordancia unidnime entre os pesquisadores quanto ao valor exato da
aw de muitos sais (CHIRIFE & RESNIK, 1984).

Porém, é importante observar alguns aspectos, como por exemplo, as solugdes
alcalinas que podem vir a ser usadas, podem absorver didxido de carbono, com o passar do
tempo, o que diminw a aw. Ja outras solucdes se degradam facilmente, como os acetatos e
iodetos, 0 que consequentemente vém a modificar suas caracteristicas.

A soluglio deve ser uma pasta com excesso de cristais. Todo o fundo do rectpiente
deve ser coberto pela solugdo. Os cristais nfo podem estar acima da camada de liquido, e
essa, por sua vez, ndo deve ter uma espessura mator do que 1,5 — 2 mm. A solugfio deve ser
preparada numa temperatura igual ou maior que a do levantamento da isoterma, uma vez
que a solubilidade de muitos sais aumenta significativamente com a temperatura, € uma
solugiio aparentemente saturada pode ter sua aw alterada com o aumento da temperatura
(DITCHFIELD, 2000).

- SCOTT & BERNARD (1983) verificaram a influéncia da temperatura na medida
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de aw utilizando a metodologia dos sais saturados. Eles observaram que para as atividades
de agua maiores, o efeito da temperatura tende a ser menor. Sendo assim, a temperatura é
um {ator muito importante na comparagio de dados de laboratérios diferentes ¢ na medida

da aw.
2.3 - ISOTERMAS DE SORCAO

E através das isotermas de sor¢o que é possivel conhecer a umidade de equilibrio
do produto quando mantido sob diferentes condigdes de wmidade relativa do ar, ou seja, a
atividade de agua.

Existem duas maneiras de construir uma isoterma (DITCHFIELD, 2000):

1) a isoterma de adsorgdo é obtida colocando-se um material completamente seco
em contato com varias atmosferas de umidades relativas crescentes e medindo-se o ganho
de massa depois de atingido o equilibrio;

2) aisoterma de dessor¢io € obtida colocando-se um matenal inicialmente umido
sob umidades relativas decrescentes e, nesse caso, medindo-se a perda de massa apds o
equilibrio.

A forma da 1soterma de sorgdo pode mudar dependendo do tipe de produto e da
afinidade por dgua. BRUNAUER et al. (1938) descreveram 5 tipos de isotermas. Dentre
eles, os alimentos soldveis, como o aglcar, assumem forma assintotica quando a umidade
relativa tende a 100%, e os produtos orgdnicos, onde as isotermas obtidas sfo do tipo
sigmoéide (MATHLOUTHI, 2001; SANTOS et al., 2004).

A curva de sorgdo pode ser dividida em trés regides A, B e C (Figura 1). A regidio A
corresponde 4 quantidade de 4gua na monocamada, ofide moléculas de agua estdo ligadas
ro produto por ligacdes fortes. A regifio B corresponde & parte lincar da isoterma. A dgua ¢
adsorvida pelas multicamadas de moléculas até chegar & monocamada. A regido C é a que
contém agua livre ou solvente. As moléculas de 4gua nesta regido sdo menos fortemente
ligadas que nas regides A e B. Esta fragio de 4dgua ¢ disponibilizada para microrganismos
ou para a dissolugdo de solutos solaveis (MATTILOUITHI, 2001).
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Figura 1 — Regifes da isoterma de sor¢io (MATHLOUITHI, 2001}

As isotermas de sor¢dio possuem muitas aplicagdes. Do ponto de vista
termodindmico, elas informam sobre as entalpias de sorcéo ¢ o tipo de hgacAo da agua com
o material seco. Sob um nivel estrutural, elas podem ajudar, por exemplo, na obtengdo da
area especifica na sorglio do vapor de agua. Com relagdo ao aspecto tecnologico, as
isotermas sdo usadas na predi¢do da vida util, no controle da secagem e na prevengiio do
endurecimento de alimentos em pd, entre outras aplicagdes (MATHLOUITHI, 2001).

- MOURA et al. (2004) ajustaram a FEquac¢io de GAB, BET, Halsey ¢ Oswin para a
dessor¢do da polpa de caju do tipo vermelho e concluiram que a equagdo de GAB foi a que
melhor se ajustou aos dados das isotermas nas temperaturas de 35, 40, 60 e 65°C com

atividades de agua entre 0 € 0,8.
24-Cagu

O cajueiro € nativo do Brasil, principalmente das regides Norte ¢ Nordeste. No
final do sécuto X VI, este se espalhou para outros paises como Mogambique, India, Angola
¢ Quénia. Duas variedades de pseudofruto podem ser encontradas no Brasil, uma com a
pele de cor amarela € outra com a cor vermelha, mas ambas com a mesma polpa amarelo
palido.

Em francés, o caju € conhecido como cajou € acajou; em espanhol € chamado de

marafion, cajuil, merey ou acayouba; os ingleses o conhecem por cashew, cashew apple,



cashew nut; ma Italia, chamam-no de anacardio e na India de kaju. O certo é que tais
denominagdes derivam da palavra akayu do tupi, que significa pomo amarelo, ¢ € prova da
origem brasileira do caju (MOURA, 2001).

O principal produto do caju (Figura 3) ¢ a castanha, que € bastante conhecida pelo
mundo. A améndoa, no seu interior, é a parte comestivel e o0 mesocarpo contém um liquido
viscoso, sumamente caustico, de cor quase negra e sabor picante, conhecido como LCC
(Liquido de Castanha do Caju), contendo o dcido anacirdico (90%) e dois fendis (10%) ou
cardol, muito empregado na industria de plasticos, isolantes, vernizes, inseticidas, etc.
(MOURA, 2001).

O suco ¢ processado do pseudofruto, que € considerado um residuo pela industria
da castanha. Este pseudofruto tem estrutura carnosa e ¢ muito suculento. Além do seu
consumo natural, pelo sabor delicioso, ¢ utilizado na fabrica¢do dos mais variados doces e
l:;ehidas, tais como: doce de massa, caju seco (passa), caju ameixa, cristalizado, doce em
calda, geléias, sucos, cajuina, vinho (TORRES NETO et al., 2006), conhaque, champanha,
vinagre (MOURA, 2001; SILVA et al., 2007).

O consumo do pseudofruto fresco ainda ¢ limitado apesar do suco ser amplamente
aceito pela populagdo. Contudo, o Brasil produziu 1,8 milhdo de toneladas de caju em
2005, e do pseudofruto explorado (apenas como suco de fruta), os nameros alcangados
foram de 15% do total produzido (KISS, 2005).

O pedunculo do caju in natura (Figura 2) torna-se um produto altamente perecivel,
porque possui uma casca muito fragil, o que dificulta o seu manuseio e transporte das areas
de produgdo aos mercados de consumo ou a industria. Sobre sua casca existe uma
mucilagem na qual se fixam os fungos, dando-lhes condigdes propicias para seu
desenvolvimento, que ¢ ainda favorecido quando as condigdes de temperatura e umidade

forem elevadas nas regides produtoras (MOURA et al., 2004).




Fruto = castanha

Pseudofruto = pedinculo

Figura 2 — Caju (Anacardium occidentale L..) (VIVENCIA ANDINA VIAJES,
2006)

2.5 - PECTINASES

As pectinases formam um grupo de enzimas que degradam substancias pécticas,
hidrolisando ligagdes glicosidicas ao longo da cadeia carbonica. Podem ser
despolimerizantes e desesterificantes e sdo produzidas por plantas, fungos filamentosos,
bactérias e leveduras. Porém, os fungos sd@o os preferidos em escala industrial, ja que cerca
de 90% das enzimas produzidas podem ser secretadas mo meio (BLANDINO et al., 2001).

As pectinases foram algumas das primeiras enzimas a serem utilizadas
comercialmente nas preparagdes de vinhos e sucos de frutas ao redor de 1930 e somente a
partir de 1960, quando os estudos sobre a natureza quimica de tecidos vegetais se tornaram
mais aparentes, foi que os cientistas comegaram a utilizar as enzimas mais eficientemente
(KASHYAP et al., 2000).

Diversas companhias na Europa, Estados Unidos e Japdo produzem pectinases e
preparagdes comerciais da mesma. Atualmente, essas enzimas correspondem a cerca de
25% do mercado mundial de enzimas. O valor estimado de vendas em 1995 foi de US$ 1
bilhdo, dos quais US$ 75 milhdes somente com pectinases (KASHYAP et al., 2001).

As enzimas pectinoliticas sdo muito utilizadas nas industrias de sucos de frutas para
reduzir a viscosidade e melhorar € aumentar a eficiéncia de filtragdo e de clarificagdo
(ALKORTA et al., 1998), e no tratamento preliminar da uva em industrias vinicolas; na
maceragdo, liquefagdo e extragdo de tecidos vegetais; na fermentagdo de cha, café e cacau;
para melhorar a extragdo de oleos vegetais, na extragdo de polpa de tomate; no tratamento
e degomagem de fibras naturais para as industrias téxtil e de papel; entre outras aplicagdes
(UENOJO & PASTORE, 2007).
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A classificagfio das pectinases esta baseada no atague ao esqueleto galacturdnico da
molécula da substincia péctica. Basicamente, existem trés tipos de enzimas (ALKORTA et
al., 1998; UENOJO e PASTORE, 2007):

- pectina esterease, que remove os grupos metil éster;

- pectinases (hidrolases e liases), que catalisam a clivagem qas ligagGes glicosidicas
das substincias pécticas;

- - protopectinases, que solubilizam protopectina para formar pectina.

- Segundo ANTIER et al. (1993), industrialmente, as pectinases sio produzidas tanto
pela FSm quanto pela FSS com linhagens de Aspergilius niger CH4, porém a FSS ¢
geralmente considerada a técnica mais suscetivel a rendimentos maiores de pectina
esterease ¢ poligalacturonases. UENOJO & PASTORE (2007) explicam que esta
preferéncia ocorre, porque a FSS permite a produgdo de enzimas brutas mais concentradas

e, consequentemente, com menores custos de extragéio e purificagao.
2.6 — PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL FATORIAL 2K

Segundo BARROS NETO et al. (1996), o planejamento experimental ¢ a
especiﬁca(;ﬁo detalhada das operagdes experimentais que devem ser realizadas e dependeré
do objetive particular que ele queira atingir.

As principais vantagens na uttlizago do plangjamento expertmental sfo
(RODRIGUES & IEMMA, 2005):

v" Reduzir o nimero de experiéncias ou repetigdes ¢ melhorar a qualidade da
informagHo obtida através dos resultados;

Os fatores sdo analisados simultaneamente;
E possivel otimizar mais de uma resposta a0 mesmo tempo;

Permitir calcular e avaliar o erro experimental;

SNEE UEE RN

Depender mais da competéncia do profissional em sua area de atuagiio do que
' de seus conhecimentos em estatistica.
De modo geral, para um planejamento fatorial, sendo determinado k varidveis
controladas no processo, o planejamento com dois niveis ira requerer a realizagiio de 2°
ensaios diferentes. Dado a essa raziio, denomina-se este tipo de planejamento fatorial 2%

O planejamento fatorial 22 ¢ de grande utilidade em investigagdes preliminares,
quando se deseja saber se determinados fatores tém ou ndo influéncia sobre a resposta, e
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n'z"lo, se estd preocupado ainda com uma descricdo muito rigorosa dessa influéncia. Sio
plangjamentos muilo simples de executar € podem ser amphiados para formar um
plangjamento mais sofisticado, que € necessario quando se quer conhecer melhor a relagio
funcional existente entre a resposta ¢ os fatores (BARROS NETO et al., 1996).

Para executar um planejamento expernimental fatorial precisa-se, primeiramente,
especificar os niveis em que cada fator sera estudado, portanto, devem-se escolher os
valores das varidveis de entrada para que seja possivel a realizagdo dos experimentos.
Costuma-se identificar os niveis superior e inferior com os sinais (+} ¢ (-). E o ponto
central, que ¢ a média antmética dos valores dos niveis superior e inferior, simboliza-se
por (0).

A adigo de pontos centrais ao planejamento fatorial 2 consiste em uma estratégia
de repetigdo que protege uma possivel curvatura resultante do efeito de um modelo de
segunda ordem, além de permitir uma estimativa independente de erros, apesar de
primeiramente  ajustar-se um modelo de primeira ordem aos dados obtidos
(MONTGOMERY, 1997).

Em seguida, devem-se executar estes experimenios em todas as possivels
combinagdes destes niveis. A listapem dessas combinagdes ¢ chamada de matriz de
plangjamento.

Para evitar a ocorréncia de distorgdes estatisticas nos resultados, isto &, para
impedir erros atipicos que sejam obrigatonamente associados a determinadas combinagdes
de niveis, os ensaios devem ser realizados em ordem totalmente aleatéria (BARROS
NETO et. al., 1996).

- Quanto a um processo fermentativo, a otimizagio das condigdes, particularmente
pardmetros quimicos € fisicos, ¢ de vital importncia no desenvolvimento do processo,
devido ao seu impacto sobre a economia € a praticidade do mesmo. A diversidade das
inieragdes combinatdrias dos componentes do meio com o metabolismo das células, assim
como a grande quantidade de constituintes no meio necessario para o crescimento celular e

produgdo, ndo permitem modelagem detalhada satisfatorta (FRANCIS et al., 2003).
2.7 — ESTADO DA ARTE

Nesta segdo serdo descritos trabalhos sobre isotermas de sor¢o e suas

aplicabilidades, além de trabalhos relacionados com o processo de fermentagdo semi-solida
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¢ a produgéo de pectinases.

2.7.1 — ISOTERMAS DE ADSORCAQ

Um grande mimero de trabalhos pode ser encontrado na literatura onde o principal
objetivo ¢ a determinagdo e ajuste das isotermas de um produto com a finalidade de
caracterizar e obter produtos mais estaveis, preservagio € armazenamento,
dimensionamento de equipamentos, como uma ferramenta em processos como o de FSS ¢
secagem, entre outros. Para o ajuste, vérias equagdes tém sido propostas para diversos tipos
de alimentos. Seguem-se¢ abaixo alguns exemplos de trabalhos referenciados, que
descrevem a utilizagdo das 1sotermas de sor¢édo.

SANTOS et al. (2004) realizaram levantamento das isotermas de adsorgfio de
umidade nas temperaturas 20, 30 e 40 °C de duas formulagdes de farinhas de mandioca,
compostas por mistura e homogeneizagio de farinha de mandioca e diferentes proporgdes
¢e tempero, elaborado com corante natural & base de urucum, sal de cozinha, cebola
desidratada, coentro desidratado e gordura vegetal. A caracterizagdo fisico-quimica foi
feita quanto o teor de umidade, cinzas, pH e acidez alcodlica. Foram utilizados os modelos
de GAB e Oswin para o ajuste das isotermas, tendo ambos apresentando bom ajuste em
relagdo aos dados expenmentais. As isotermas apresentaram forma sigmoide, sendo
classificadas como tipo 1L

_ LAHSASNI et al. (2004) determinaram a umidade de equilibrio do fruto da palma
forrageira usando o método gravimétrico estatico nas temperaturas de 30, 40 ¢ 50 °C na
faixa de umidade relativa entre 0,05 ¢ 0,9. As curvas de adsor¢fo do produto decrescem
com o aumento da temperatura em umidade relativa constante. As equagdes de GAB,
Halsey modificado, Chung-Pfost modificado, Oswin modificado e Henderson moditicado
foram testados para ajustar os dados experimentais. O modelo de GAB foi o que melhor
descreveu as curvas, Os valores da umidade de equilibrio aumentam com o decréscimo da
temperatura em umidade relativa constante. Os calorcs isostéricos de dessorgdo e adsorcio
foram determinados a partir dos dados de equilibrio em diferentes temperaturas ¢ ajustados
a uma fungdo polinomial.

Segundo CASSINI et al. (2005), a proteina de soja texturizada tem sido usada ha
muitos anos para substituir a proteina ammal. E mais recentemente, como ingrediente em

alguns processos alimenticios. No entanto, ¢ necessaria a utilizagdo do processo de

18



sccagem desse produto. Assim, as isotermas de adsorgdo da proteina de soja texturizada
foram determinadas usando o método estatico com solugdes saturadas de sais nas
temperaturas de 10, 20, 30 ¢ 40 °C. Os dados experimentais foram ajustados com as
equagdes de Oswin, Halsey, BET, GAB, Peleg e Darcy Watt. As isotcrmas de adsor¢io
obtidas foram bem préximas, indicando fraca influéncia da temperatura. As isotermas de
20 e 40 °C se cruzam em atividade de agua de 0.9. Este fato € caracteristico de alimentos
ricos em agticar. Os modelos que methor se ajustaram aos dados experimentais foram o de
GAB e Peleg. O calor total de sorgdo obtido decresce com o aumento da umidade,

) ARAUJO et al. (2005b) obtiveram isotermas de dessorgio da raquete da palma
forrageira nas temperaturas de 30, 35 e 40 °C (temperaturas usuais de fermentagio) de
modo a correlacionar a atividade de 4gua e a umidade de equilibrio com o processo de
enriquecimento protéico deste produto através da fermentagiio semi-solida. As isotermas
foram ajustadas pelos modelos de GAB e BET, sendo que o modelo que melhor s¢ ajuston
foi o de GAB. A partir das isotermas obtidas, observa-se que, na fermentagio para
enriquecer a cactacea com Succharomyces cerevisae, deve-se iniciar o processo com
umidade da palma forrageira acima de 90%, correspondendo a uma atividade de agua
acima de 0,9. Para conservacio ¢ manutengio da qualidade da cactacea enriquecida seca, ¢
necessario ter umidade residual de 15% e aw abaixo de 0,35 para as trés temperaturas
estudadas.

CLADERA-OLIVEIRA et al. (2006) produziram farinha de pinhdo (Araucaria
angustifélia) com a finalidade de obter um produto estavel. Para tanto, construiram
isotermas de adsorgdo deste produto nas temperaturas de 10, 20, 30 ¢ 40 °C. O modeio de

Chirnfe foi o que melhor se ajustou aos dados experimentats,
2.7.2 - FERMENTACAO SEMI-SOLIDA

Os estudos sobre fermentagio semi-sélida vém sendo ampliadas a cada ano devido
ao carater ecologico dado por este processo. Além disso, a grande quantidade de residuos
gerados nos paises agricolas, em todo o mundo, propicia a utilizagio de uma grande
yariedade de substratos de baixo valor comercial para a produgdo de diversos tipos de
bioprodutos com alto valor agregado, chamando assim a atengfio dos paises altamente
industrializados para este processo.

ANTIER ¢t al. (1993) avalhiaram duas linhagens de Aspergillus niger CH4 para
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produgfio de pectinases por FSS usando polpa de café. como substrato. Fizeram a selecgdo
de 248 linhagens isoladas da area de cultivo de café no México e Ihes permitiu selecionar a
linhagem que em 72 h produziu um pico de 27,7 U/mL (138 U/g de polpa seca) de
pectinase medida pelo método viscosimétrico. A utilizagio de um meio com atividade de
dgua (aw) igual a 0,954 com glicose possibilitou isolar as linthagens que mais produziram
enzimas. A linhagem selecionada foi o mutante AW96,

DANIEL et al. (1996) estudaram a utilizag&o da casca de limdo como fonte de
carbono e energia e a influéncia da qualidade da fonte de nitrogénio (uréia e sulfato de
aménio) cmpregada, bem como a utilizagfo deste pardmetro como variavel indireta no
controle do pH durante o processo fermentativo. Os resultados indicam a escolha da fonte
uréia para composicio do meio por ser mais eficiente na condugiio de uma cinética mais
rapida € maior atividade enzimatica envolvidas.

TARAGANO & PILOSOF (1999) aplicaram o planejamento experimental Doehlert
na otimizagdo dos pardmetros atividade de dgua, pH e tempo de fermentac¢do na produgio
de enzimas pectinoliticas por FSS e por FSm com Aspergilius niger 148. Estes autores
constataram que a técnica de fermentagdo tem grande influéncia sobre a composigdo de
pectinases produzidas pelo fungo. A produciio de poligalacturonase foi 5 vezes maior na
FSm do que com a FSS. Entretanto, a producfio de pectinaliase foi 3 vezes maior na IFSS
do que com a FSm. E a pectina esterease [o1 apenas 30% maior na FSS. A otimizagio do
processo foi baseada na produgdio minima de pectina esterease e na produgfio maxima de
pectinaliase. As condigdes Otimas no processo FSS foram pH 6,5-7,0, atividade de dgua
inicial 0,93-0.94 ¢ 2 dias de fermentagdo. Para a FSm, as condi¢es foram pH 5,5-6,2,
atividade de agua inictal acima de 0,99 e 3 dias de fermentagéo.

CASTILHO et al. (2000) trabalharam com soja e trigo como substrato para
produgdio de pectinases usando Aspergillus niger através da FSS. As cinéticas enzimaticas
foram investigadas em uma faixa de 13 a 96 h de fermentagdio € meios com umidades entre
25 € 70% b.u. O meio contendo 40% b.u de umidade e 22 h de fermentacdo foi o que
produziu as maiores atividades pectinolitica e poligalacturonasica. Investigou-se também a
melhor combinagdo entre temperatura de extragio das enzimas, o tempo de contato € o tipo
de solvente utilizado. Tampdo acctato (pH 4,4), 35 °C e 30 min foi a melhor condigio
observada.

FAWOLE & ODUNEFA (2003) observaram os efettos da varia¢io das condigdes de

cultivo no meio de produgio de enzimas pécticas com linhagens de Aspergilius niger V.
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Tieghem. Poligalacturonase ¢ pectinometilesterease foram encontradas pela indugio por
acido poligalacturongsica e pela pectina do meio, respectivamente, Sulfato de amdnio foi a
methor fonte de nitrogénio utilizada para a produgio de ambas as enzimas, A temperatura e
pH também tém feito marcante sobre a produgio de enzimas pécticas, sendo as melhores
condigdes 40 °C ¢ pH 5,0.

HAMIDI-ESFAHANI et al. (2004) aplicaram um planejamento fatorial 27, onde
estudaram o efeito simultineo da temperatura e da umidade usando Aspergillus niger
ATCC 10864 em processo FSS. O aumento da umidade para valores maiores de 55% b.u,
entre as temperaturas de 35 e 40 °C, diminuiu o crescimento do microrganismo. Um
modelo foi usado para calcular os pardmetros cinéticos de crescimento em diferentes niveis
de temperatura ¢ umidade. A equacgdo de Ratkowsky for usada para expressar o efeito da
temperatura sobre a taxa de crescimento especifico. Um polindmio quadratico foi usado
para representar a relacdo entre a umidade ¢ os pardmetros de crescimento (biomassa
maxima e taxa de crescimento especifico maxima) do 4. niger inoculado sobre trigo cozido
no vapor. Os maiores valores de biomassa méaxima € da velocidade de crescimento

especifico maxima foram 0,29 h ¢ 0,22 g biomassa/g 3 35 °C e 55% b.u, respectivamente.
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CAPITULO 3

MATERIAL E METODOS

3.1 - MICRORGANISMO

O microrganismo empregado foi Aspergillus niger CCT 0916 cedido pela

EMBRAPA Agroindustria Tropical, com sede em Fortaleza (CE). Os conidios da linhagem

foram preservados em tubos de ensaio com tampa rosqueada contento solo estéril, onde

foram estocados a -18 °C,

3.2 - SUBSTRATO

O substrato utilizado neste trabalho foi o bagago do pedunculo do caju seco. O caju

utilizado fo1 adquirido na Empresa de Abastecimento de Servigos Agricolas (EMPASA) na

cidade de Campina Grande (PB). As seguintes etapas foram realizadas para preparagio do

mesmo:
v

Recepgdo: o caju adquirido foi inicialmente lavado em dagua clorada para
retirada de microrganismos e sujeira. Em seguida, foi lavado em agua corrente,
para retirada do cloro. Apos o processo de lavagem, foram rctiradas as

castanhas. Os pedunculos foram triturados em liquiditicador industrial e

© extrairam-se o suco manualmente com auxilio de peneiras.

Secagem: o bagago do pedunculo do caju umido fot seco em estufa com
circulacdo de ar a 55°C, em bandejas de aluminio forradas com plastico de
pelietileno.

Trituragdo: o bagacgo do pedinculo do caju seco foi moido em moinho de facas
da marca TECNAL, localizado no LAPPA (Laboratério de Armazenamento ¢
Processamento de Produtos Agricolas) da Unidade Académica de Engenharia
Agricola. '

Armazenamento: ¢ bagago do pedinculo do caju seco em po foi armazenado

em saco plastico de polictileno a temperaturd ambiente.



3.3 - CARACTERIZACAO DO RESIDUO

As andlises para caracterizagdo do substrato, foram realizadas como descritas
abaixo. As analises de granulometria, densidade aparente, pH, teor de soélidos soliveis,
a:cﬁcare& redutores e redutores totais e pectina foram realizadas no Laboratorio de
Engenharia Bioquimica (LEB) da Unidade Académica de Engenhania Quimica e as
analises de umidade e cinzas foram realizadas no Laboratério de Armazenamento e
Processamento de Produtos Agricolas (LAPPA), ambos da Universidade Federal de
Campina Grande. As analises de proteina bruta foram realizadas no Laboratorio de Solos e
Nutricdo de Plantas da EMBRAPA Algoddo, também localizada em Campina Grande -

PB.
3.3.1 - GRANULOMETRIA

Pesou-se 100 g do residuo em balanga analitica. Essa massa foi levada para o
agitador de peneiras CONTENGO-PAVITEST durante 10 min, em jogo constituido por
seis peneiras, seguindo; 14 (1,18 mm), 20 (0,85 mm), 24 (0,71 mm), 35 (0,45 mm), 48
(0,30 mm), 60 (0,25 mm) segundo as recomendagdes da Associacdo Brasileira de Normas
Técnicas (ABNT). Pesou-se o material retido em cada penetra ¢ expressaram-s¢ o0s

resultados em percentual em relagdo a massa do material original.
3.3.2 - DENSIDADE APARENTE

Pesou-se 100 g do material e colocou-se essa amostra em uma proveta para

determinar o volume ocupado, sem haver compactagio.

massa (g)
volume ocupado {(cm®) (1

Densidade aparente =

3.33-pPH
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Preparou-se uma suspensio com 10 mL de agua destilada ¢ 1 g da amostra sélida.
Apos homogeneizagdo, filtrou-se a solugdo através de algoddo e mediu o pH do filtrado em
pHmetro digital previamente calibrado (BRASIL, 2005).

3.3.4 - UMIDADE

Pesou-se de 2 a 10 g da amostra em capsula de metal previamente seca e tarada.
Colocou-se a capsula em estufa a 105°C por 24 h. Resfriou-se em dessccador com silica
gel até temperatura ambiente e pesou-se a amostra (BRASIL, 2005).

Calculou-se a umidade das amostras pela Equagéo 2.

%) (massa inicial da amostra - massa final da amostra)
0)=—"

Umidade ( —
massa inicial da amostra

x 100 (2)

3.3.5-CINZAS

Pesou-se de 5 a 10 g da amostra em cadinho de porcelana, previamente aquecido
em mufla a 550°C ¢ resfriado em dessecador com silica gel até a temperatura ambiente.
Carbonizou-se a amostra em chapa elétrica e incierou-se em mufla a 550°C, até
gliminagiio completa do carviio. A cinza ficou de cor branca ou ligeiramente acinzentada.
Apos a Tetirada da amostra da mufla, esta foi levada ao dessecador com silica gel até
alcangar temperatura ambiente e pesou-se (BRASIL, 2005).

Utilizou-se a Equagdo 3 para o célculo da percentagem de cinzas do matenial.

Cinzas (%) = massa. h'ne.ﬂ da amostra <100 3)
massa inicial da amostra

3.3.6 - TEOR DE SOLIDOS SOLUVEIS (*BRIX)
Adicionou-se 9 mL de agua destilada a 1 g do residuo. Agitou-se manuatlmente a

solugfio com a amostra até perfeita homogeneizagio e deixou-se em repouso por 30 min,

Em seguida, filtrou-se a suspensdo coim algoddo. A leitura do teor de solidos soluveis tfoi
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feita em refratdmetro. Multiplicou-se o resultado por dez devido & diluigdo da amostra
(BRASIL, 2005).

3.3.7- TEOR DE ACUCARES REDUTORES (AR)

Os aglcares redutores (AR) foram determinados usando 0,5 g da amostra pela
metodologia do DNS (MILLER, 1959) em espectrofotdmetro, modificada de acordo com
protocolo da EMBRAPA Agroinduastria Tropical (Fortaleza-CE} usando solugo de glicose

coino padrio.

3.3.7.1 - CURVA PADRAO PARA DETERMINACAO DA RELACAQ ENTRE A CONCENTRACAO

DE ACUCARES REDUTORES E ABSORBANCIA

Construiu-se a curva padrdio pesando-se 0,1 g de glicose e dissolvendo-o até 100
mL de agua em baliio volumétrico. Apos homogeneizagio, transferiu-se 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8
e 9 mL da solu¢do-mde para tubos de ensaio e completou-se o volume para 10 mL com
agua destilada e homogeneizou-se. Com isso, a curva padrdo foi construida dentro da faixa
de concentragdo de agucares entre 0,1 e 1 g/L.

De cada tubo, transferin-se 1 mL das solugdes com concentragdes de 0,1 a 1 g/l e
adicionou-se mais I mL de DNS (4cido 3,5-dinitro salicilico). Estes tubos foram aquecidos
em agua em ebulicdo por 5 min, ¢ entdo resfriados até temperatura ambiente. A cada tubo,
adicionou-se 8 ml. de agua destilada. Apds homogeneizagio, levaram-se as amostras para
leitura no espectrofotdometro, onde foram lidas as absorbancias a 540 nm. Com estes

valores, construiu-se a curva de absorbancia em fungio da concentragio.

3.3.7.2 - ANALISE DA CONCENTRACAO DE ACUCARES REDUTORES NAS AMOSTRAS

Inicialmente determinou-se o volume de dgua destilada a diluir 0,5 g das amostras
para que a leitura do espectrofotdmetro cstivesse dentro da faixa da curva padrio. As
amostras ticaram em repouso por 30 min em agua destilada e, em seguida, foram filtradas
com papel filtro Wattman 1. As diluigdes foram usadas no calculo para a determinagéo do

teor de agucar da amostra desconhecida.



Apos diluigdo, transferiu-se 0,5 mL do filtrado para um tubo de ensaio contendo 0,5
mL de solu¢fio de DNS. Em seguida, este tubo foi levado para banho com agua fervente
por 5 min. Apos este intervalo, o tubo foi retirado do banho quente € levado ao banho de
dgua fria por 3 min até temperatura ambiente. Adicionou-s¢ 4 mL de dgua destilada nos
tubos ¢ fez-se a leitura em espectrofotometro a 540 mm. Utilizou-se a curva padrdo para
{ransformar a leitura de absorbéncia em gramas de agucares redutores por htro de solugio.
Efetuaram-se os calculos para expressar os resultados em gramas de agicares redutores por

grama de amostra inicial (g aglicares/g amostra).

ABSxfxV
AR(g/g)s —————— 4)
mx10
Em que: ABS = leitura do espectrofotometro

= fator da curva padrio

V = volume de agua usado no preparo da diluigdo (mL)
m = massa da amostra (g)

10 = fator de conversdo

3.3.8 - TEOR DE ACUCARES REDUTORES TOTAIS (ART)

O percentual de agucares redutores totais (ART) das amostras foi determinado pelo
méetodo DNS, conforme metodologia adaptada por CORREIA (2004).

Para o preparo da amostra, tnicialmente, determinou-se o volume de agua destilada
para diluigdo que resulte em leitura dentro da faixa da curva padrio. Em seguida, retirou-se
! mL da dilvi¢do ¢ acrescentou-se 1 mL de HCl 2 N. Levou-se a ebuli¢do por 5 min e,
esfriou-se até temperatura ambiente. Neutralizou-se essa solugdo acrescentando 3 mL de
NaQH I N.

A curva padriio para a determinagfio da concentragdo de agucares redutores totais
foi construida seguindo a metodologia adotada no item 3.3.7.1 deste trabalho. Assim como
as andlises realizadas para as amostras seguiram a metodologia descrita no item 3.3.7.2. Os
calculos para expressar os resultados em gramas de agucares redutores totais por grama de

amostra inicial (g agucares/g amostra) foram efetuados de acordo com a Equagdo 5.
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ART(g/g)=ABSxfxfde 5)
mx10

Em que: ABS = leitura do espectrofotdmetro
f= ftator da curva padrio
fd = fator de dilui¢do da amostra apos o preparo
V = volume de igua usado no preparo da diluigdo
m = massa da amostra (g)

10 = fator de conversio

3.3.9-PECTINA

A fragdo de pectina das amostras foi determinada pelo método gravimétrico por
precipitagdo como pectato de célcio, previamente descrito por RANGANA (1979).

Pesou-se 20 g da amostra em um Becker de 1000 mL. Adicionou-se 400 mL de
solugdo de HCl 0,05 N e levou-se ao aquecimento por 2 h, colocando agua destilada
perdida por evaporagdo. Apés este periodo, resfriou-se essa solugdo até temperatura
ambiente e transferiu-se para uma proveta de 500 mL completando-se o volume com agua
destilada. Filtrou-se em seguida com o auxilio de algodfio. Mediu-se o filtrado em uma
proveta de 200 mL e transferiu-se para um Becker de 100 mL. A essa mistura,
acrescentou-se 250 mL de¢ agua destilada. Esta solugfio for neutralizada com solugéio de
NaOH 0,1 N com auxilio do pHmetro. Apos neutralizagio, adicionou-se 10 mL de NaOll
IN-em excesso, com agitagio constante. Em seguida, deixou-se em repouso por 15 h.

No dia seguinte, adicionou-se 50 mL de acido acético | N e, apés 5 min,
acrescentou-se 25 mL de solugdo de cloreto de célcio | N com agitagdo. Levou-sc a
solugdo a ebuligdo por 2 min ¢ deixou-a em repouso por 3 h. Apds esse periodo, filtrou-se
esta solucio através dc papel filtro preparado antecipadamente.

_ Molhou-se o papel de filtro com 4gua destilada e secou-o em estuta a 105°C por 2
h. Resfriou-o em dessecador com silica gel e pesou-se. O precipitado foi lavado com agua
destilada fervente até que este ficasse livre de cloretos. Para verificagio da presenca destes
cloretos na porcio retida no papel filtro, fez-se o teste usando uma solugfo de nitrato de

prata a 1%, onde s¢ acrescentou | mL dessa solugdo no filtrado. Estando o filtrado livre de

cloretos, o liquido nfio tornasse turvo. Secou-se o papel de filtro contendo o pectato de
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calcio na estufa a 105°C até massa constante. A pectina foi expressa em percentagem de

pectato de calcio atraveés da Equagio 6.

massa do pectato de calciox 500

x 100 (6)
ml do filtrado x massa da amostra

% pectatode calcio=

3.3.10 - PROTEINA BRUTA

Utilizou-se o método semi-micro Kjeldahl adaptado para nitrogénio por
espectrofotometria para determinagdo da concentragdo de proteina bruta do residuo do caju
(LE POIDEVIN & ROBINSON, 1964). A analise foi feita em duplicata.

3.3.10.1 - REATIVO DE NESSLER

Pesou-se 45,5 g de Hgl em um Becker de 500 mL. Adicionou-se aproximadamente
200 mL de 4gua destilada e misturou-se bem.

Em outro Becker, pesou-se 34,9 g de KI e dissolveu-se agua destilada para
dissolug@o prévia. Adicionou-se a esta solugdo, a solugdo de Hgl e misturou-as bem até
dissolugdo completa.

Em um terceiro Becker, pesou-se 112 g de KOH. Dissolveu-o com 200 mL de agua
destilada em banho com agua fria. Apoés completa dissolugdo, e estando a solu¢do em
temperatura ambiente, adiciona-se a solugdo preparada anteriormente com agitagio
constante. Transferiu-se essa solugdo para um baldo volumétrico de 1000 mL e aferiu-se
com agua destilada. Apds aferigdo, a solugdo foi transferida para um Becker e agitada com
agitador magnético por 4 h. Filtrou-se esta solug@o. Por fim, armazenou-se em frasco

escuro.
3.3.10.2 - DIGESTAO SULFURICA
Pesou-se 0,1 g da amostra em tubo de ensaio grande. Acrescentou-se 50 mg de

sulfato de sodio, 7 a 10 gotas de sulfato de cobre a 5% e 5 mL de acido sulfurico. Fez-se

também uma amostra em branco. Uma pré-digestdo foi feita por mais ou menos 12 h a frio.

3 JUFCa/BIBLIOTEGA]




Em seguida, aqueceu-se em bloco digestor a temperatura de 350 °C, aumentando-se
gradativamente a temperatura do bloco, acrescentando a temperatura 50 °C por hora, sendo
que a partir de 150 °C. Diminuiu-se para 50 °C para cada 30 min até 350 °C.

Retirou-se a amostra do bloco digestor quando esta apresentava coloragdo clara
esverdeada, o que implicava que toda a matéria orginica havia sido destruida. Com a
amostra fria, transferiu-a para um baldo volumétrico de 100 mL, lavando bem o tubo de
ensaio. Fez-se a aferi¢Bo. Com isso, tem-se o Extrato 1s
,
3.3.10.3-- CURVA PADRAO PARA DETERMINACAO DA RELACAO DA CONCENTRACAOQ DE

NITROGENIO COM ABSORBANCIA
A curva foi construida com solug@o de clorcto de amdnia 10 ppm. Numeraram-se 6
baldes volumétricos de 50 ml.. Seguiu-se a Tabela 1 para constru¢io da curva de

calibragdo para esta analise.

Tabela 1 - Curva padriio para anélise de proteina bruta

Concentragdo de | NIL,C1 10 ppm | NaOH 10% Silicato de Reagente de
N (ppm) {mlL) (mL) Sodio 20% (mL)| Nessler (mL)

0 0 1 2

0,2 1 1 1 2

0,4 2 1 1 2

0,6 3 1 1 2

0,8 4 1 1 2

1,0 5 l 1 2

Completou-se o volume dos baldes com 4gua destilada. Deixou-se a amostra

repousar por 30 min. Em seguida, fez-se a leitura em espectrofotémetro a 410 nm.
3.3.10.4 - DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE PROTEINA BRUTA NA AMOSTRA

Colocou-se | mL do Extrato 1 em um baldo volumétrico dé 50 mL. Acrescentou-se
I mL de hidréxido de sddio 10%, 1 mL de silicato de sédio 20%, 2 ml. do reativo de
Nessler e ateriu-se com agua destilada. Deixou-se em repouso por 30 min.

As leituras foram feitas em espectrofotdmetro com comprimento de onda igual a

410 nm. Com a Equagio 7, obteve-se o teor de proteina bruta da amostra.
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%Proteina = (ABS amostra - ABSpranco) X (valor da curva) x5x6,25 (7)
Em que: ABSamestra = leitura da absorbancia da amostra;

ABSpuance = leitura da absorbéincia do branco.

3.4 - OBTENCAO DAS ISOTERMAS DE ADSORCAO: METODOLOGIA DOS SAIS SATURADOS

Os trabalhos foram realizados no Laboratério de Processamento e Armazenamento
de Produtos Agricolas (LAPPA) da Unidade Académica de Engenharia Agricola da
Universidade Federal de Campina Grande.

As temperaturas de 25, 30, 35 e 40°C foram fornecidas por quatro cdmaras tipo

B.O.D. modelo 347.

3.4.1 — PREPARQ DhOS RECIPIENTES DE PESAGEM

Utilizou-se como recipiente de pesagem cadinhos de aluminio. As seguintes etapas
tforam realizadas para a preparagio destes recipientes:

v" Lavagem com agua destilada e sabdo neutro;

v Secagem por 3 h em estufa a 105°C;

v" Esfriou-se no dessecador por aproximadamente | h;

v" Pesaram-se os recipientes em balanga analitica.

§-4.2 — PREPARO DAS AMOSTRAS DO PRODUTO

Utilizaram-se amostras do pedunculo do caju seco que foram preparadas segundo o
item 3.2. As seguintes etapas foram realizadas para o preparo das amostras:

v" Pesou-se aproximadamente 1 g da amostra em cada recipiente de pesagem;

v" Secou-se por 7 h em dessecador com silica gel;

v" Pesaram-se os recipientes com as amostras em balanga analitica.

Os experimentos foram realizados em triplicata para cada recipiente hermético com

as solugdes saturadas ¢ em cada temperatura.
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3.4.3 — PREPARO DAS SOLUCOES SATURADAS DE SAIS

Na Tabela 2 encontram-se os sais utilizados para o preparo das solugdes,
juntamente com os valores das umidades relativas, nas temperaturas em que foram

construidas as isotermas de adsorg¢do.

Tabela 2 — Umidades relativas de equilibrio de solugdes de sais saturadas a varias
temperaturas (ROCKLAND, 1960)

Umidade relativa (%)

Solucdes salinas saturadas Temperaturas
25°C 30°C 35°C 40°C
K(C,H30,) 23 23 23 23
MgCl, 33 32 32 31
K,CO, 43 42 41 40
NaBr 57 57 b 14 57
NaCl 75 75 75 75
KCl 86 84 85 83

Para o preparo das solugdes, seguiram-se as seguintes etapas:

v" Higienizaram-se os recipientes herméticos: lavagem com dgua destilada e
sabdio; secagem em estufa a 105°C por 1 h e resfriamento até temperatura
ambiente;

v" Colocaram-se as quantidades de sais, como indicado na Tabela 3, nos
recipientes herméticos;

v" Com agitagio, adicionaram-se as quantidades de agua fria destilada, também
como indicada na Tabela 3;

v Fecharam-se os recipientes herméticos, que permaneceram em repouso por 1
semana,

v" Agitaram-se as solu¢des diariamente uma vez ao dia.
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Tabela 3 — Preparo das solugdes saturadas dos sais (SPIESS & WOLF, 1987)

Sais Quantidades
Massa de sal (g)  Vol. dgua (mL)
K(C,;H;0,) 200 65
MgCl, 200 25
K>COs 200 90
NaBr 200 80
NaCl 200 60
KClI 200 80

Apos o preparo das solugdes, as amostras foram levadas aos recipientes herméticos.

O sistema montado encontra-se representado na Figura 3.

recipiente hermético

=

\

cadinhos com amostras \

| anel de PVC

solucio de sal saturado

Figura 3 — Recipiente hermético contendo amostras do pedunculo de caju seco (SILVA et
al., 2002)

Foram preparados 24 recipientes de vidro com fechamento hermético, sendo 6
recipientes por temperatura. Em cada recipiente, colocaram-se anéis de PVC para elevagio
das amostras, assim como telas para apoiar os cadinhos com as amostras. Tanto os anéis de

PVC quanto as telas foram higienizados antes de colocadas nos recipientes herméticos.
3.4.4 — DETERMINACAO DA UMIDADE DE EQUILiBRIO DO PRODUTO
As etapas abaixo foram realizadas na determinagdo da umidade de equilibrio do

produto:

v' Pesaram-se 0s recipientes com as amostras a cada 24 h em balanga analitica;
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v Observaram-se as variages de massa das amostras inferiores a 0,001 g (massa
constante).

Calcularam-se as umidades de equilibrio do produto através da Equagio 8.

100x M,
xeq = _*ﬁ (8)

Em que: xeq = umidade de equilibrio (% b.s);
Migu = massa de dgua no produto;

M;eca = massa seca do produto.

' _ A massa seca do produto foi determinada em estufa a 105°C até massa constante. A
massa de agua foi obtida pela diferencga entre a massa da amostra no equilibrio ¢ a massa
seca. Os calculos dos valores da umidade de equilibrio foram feitos para cada cadinho e,
por ultimo, obteve-sc a média aritmética das trés repeti¢des para cada sal em cada

temperatura (SANTOS et. al., 2004).
3.4.5 - AJUSTE DAS ISOTERMAS DE ADSORCAO

Com os dados de equilibrio, ajustaram-se os modelos matematicos indicados pelas
Equagdes de 10 a 15 (Tabela 4). Fizeram-se regressdes nfo-lineares, utilizando o programa
computacional Statistica. Os critérios utilizados para a escolha do melhor ajuste foram o
coeficiente de determinagio (R?) entre as respostas observadas e os valores preditos pelo
modelo ajustado e o desvio percentual médio (P) (Equacgfo 9). Os melhores ajustes foram

os que apresentaram maior R* e menores valores de P (SANTOS et. al., 2004),

100 & (Ko = XKoo

P Z' i ©®)
i=l chp

Em que: n = numero de observagdes;

Xexp = umidade experimental do material;
Xieo = umidade calculado através dos modelos ajustadas.
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Tabela 4 - Equagdes para o ajuste das isotermas de adsor¢fio de 4gua no bagaco do

pedunculo de caju seco

BET (BRUNAUER et al., 1938) xeq C-aw [1 _ (n + 1Xaw.)" + n(aw)nﬂ :I (10)

Xm  1-aw| 1-(1-Clw - Claw)""
GAB (VAN DEN BERG, 1985) Xm-C, -k-aw (11}
xeq =
, 4 (I-k-aw)fl-k-aw+C, -k -aw)
Oswin (LOMAURO et al., 1985) aw \P (12)
xXeq = a( J
| —aw
Henderson (HENDERSON, ln(] _ aw) o (13)
1952) Xeq = (— ‘—‘"a—‘—]
Smith (SMITH, 1947) xeq = a + b-log(l - aw) (14)
BET lincar (BRUNAUER et al., aw 1 (G -taw (15)
1938) (1-aw)xeq XmC, XmC,
Em que: xeq = umidade de equilibrio em base seca;

aw = atividade de agua;

C e C. = constante de BET e de BET linear;

Xm = umidade na monocamada molecular (% b.s),

n = ntimero de camadas moleculares;

Cs e k = constantes de adsor¢do que estdo relacionadas com as interagdes
energéticas entre as moléculas da monocamada ¢ as subseqiientes em sitio
de sor¢do (ARAUJO et al., 2005b),

a e b = parAmetros que dependem da temperatura e da natureza do produto.

Além disso, avaliou-se a distribui¢do dos valores restduais em relagdo aos valores
preditos dos modelos ajustados para as isotermas de adsor¢io nas temperaturas observadas.
Para que os ajustes sejam confidveis, é necessario que esta distribuicdo seja aleatoria, ou
seja, os pontos devem estar distribuidos de forma aleatéria de modo a caracterizar uma

varidncia constante dos erros.

3.5 - CALCULO DO CALOR ISOSTERICO DE ADSORCAO

Calcularam-se os calores 1sostéricos liquidos de adsorgdio (q.) através da equagio

de Clausius-Clayperon (Equag@o 16), que pode ser aplicada a alimentos e a dgua pura,
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d{tnaw) -g,

d(},./T’) R (16)

Em que: T = Temperatura absoluta (K);

s = Calor isostérico liquido de adsorgfo (kJ/kg™) ;
R = Constante universal dos gases (0,461 kJ (kg/K™).

Construiu-se grafico de In aw em fungdo de % a diferentes umidades de

d(lnaw)

equilibrio, onde o termo W representa o coeficicnte de inclinagdo de uma reta. Os

dados de aw foram obtidos através da equagdo que melhor se ajustou aos dados
experimentais. O critério de ajuste observado foi o coeficiente de determinagio (R™).

Para cada umidade de equilibrio foram feitas regressdes lineares dos dados, obtendo
assim a inclinagdo das respectivas retas. O calor isostérico liquido (qy) obtido, para cada
umidade, corresponde ao valor do coeficiente de inclinagdo das retas multiplicado pela
constante universal dos gases (SILVA et al,, 2002).

Calculou-se o calor 1sostérico de adsorgdo (Qy) através da Equacio 17 (FERREIRA
& PENA, 2003; CASSINI et al., 2005; KAYA & KAHYAOGLU, 2006).

Q5l=q:al+}- (17)
Em que: A = Calor latente da dgua pura (23889 kJkg™).

3.6 - PROCESSO FERMENTATIVO

O processo fermentativo for conduzido no Laboratorio de Engenharia Bioquimica
(LEB) da Umidade Académica de Engenharia Quimica da Universidade Federal de

Camptna Grande.

3.6.1 - INOCULO

Com alga de platina, os conidios foram retirados do solo estéril e transferidos para
um meio basico. Este meio foi composto por pectina citrica (10 g/L), NaNO; (3 g/L),
KH,PO, (1 g/L), MgSO, (0,5 g/L), KCI (0,5 g/L), FeSO47H,0 (0,01 g/L) e Agar-agar (20

g/L) e previamente esterilizado por 20 min a 111 °C e ainda quente inclinado (COURI,
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1993). Apos a transferéncia, o meio com os conidios foram incubados por cinco dias em

estufa a 30°C.

Os tubos contendo os esporos do 1° repique foram mantidos sob refrigeragfio por
um periodo maximo de quatro meses. O segundo repique foi1 obtido de modo semelhante
ao primeiro, partindoe dos esporos de primeiro repique, sendo estes utilizados para obtengéo
de grande quantidade de esporos no meio de sabugo de milho.

O meio de sabugo foi preparado de acordo com protocolo da EMBRAPA
Agroindustria de Alimentos, com sede no Rio de Janeiro (R]), no qual primeiro preparou-
s¢ as seguintes solugdes:

v Solugdo A: pesou-se 20 g de fosfato de potassio monobasico e dissolveu-se em agua
destilada. Transferiu-se para baldo volumétrico de 100 ml. ¢ aferiu-se.

v Solugdo B: pesou-se 3,96 g de sulfato de zinco ¢ dissolveu-se em um pouco de agua

v destitada. Adicionou-se 4,60 g de sulfato de ferro, 0,01 g de sulfato de manganés e 0,5

" mL de 4cido sulfarico (95-97%). Apos completa dissolucdo, avolumou-se a 100 mL

- com agua destilada.

v" Solugdo umidificante: pesou-se 2,8 g de peptona e dissolveu-se em um pouco de 4gua
destilada. Transferiu-se para baldo volumétrico de 50 mL. Adictonou-se 0,19 mL da
solugio A ¢ 0,025 mL da solugdo B. Avolumou-se ¢ homogeneizou-se,

- Para cada Erlenmeyer de 125 ml, foram pesados 4,6 g de sabugo de milho seco e
moido ¢ adicionado 6 mL da solugio umiditicante. O frasco foi fechado com tampéo de
algoddo envolvido em gaze, homogeneizado e esterilizado ecm autoclave por 1 ha 120 °C.

Para inoculagdo no meio de sabugo de milho, foram transferidos 10 mL de solugdo
0,3% (v/v) de Tween 80 para tubos com os microrganismos de segundo repique. Coin
auxilio de uma al¢a de platina, os microrganismos foram suspensos ¢ transferiu-se 1 mL
para cada frasco com o sabugo. Os frascos foram agitados manualmente ¢ incubados em
estufa a 30 °C por um periodo de 5 dias. Apos este periodo, os frascos foram armazenados
sob refnigeragio e utilizados como indculo nos ensaios de fermentagio,

Nos frascos de sabugo com esporos, foi adictonado 40 mL de solugdo 0,3% v/v de
Tween 80. Apds agitagdo vigorosa, os esporos foram transferidos para Erlenmeyer estéril
com auxilio de gaze estéril. A quantificagiio da suspensdo obtida foi feita através de
contagem de esporos em Cédmara de Neubauer espelhada. O volume de suspensio de

esporos adicionado ao melo de fermentagdo fol ajustado de modo a se ter um indculo de
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107 esporos por grama de meio (TRINDADE et al., 1996; FONTANA et al., 2005;
SANTOS, 2007).

3.6.2 —- PREPARO DO MEIO FERMENTATIVO

O meto de cultivo foi preparado com os residuos obtidos .de acordo com o que foi
descrito no item 3.2 e, entdo, foi hidratado com 4dgua até se obter o teor de umidade
definido. Nesse volume de agua, diluiu-se o sulfato de aménia, de forma a se obter as
concentragdes previamente definidas. Tanto a umidade do meio, quanto a concentragio de
sulfato de amdnio, foi definida segundo o planejamento experimental proposto {(item 3.7).

Apoés preparo do meio, incubaram-se 0s Erlenmeyers com o meio de cultivo a uma
determinada temperatura. Para o processo de fermentagio, seguiram-se 0s passos abaixo:

1) Pesou-se 10 g de meio umido e transferiu-se para um Erlenmeyer de 250 ml. O
meto foi estertlizado a 111 °C por 5 min;

2) Inoculou-se a suspensfo de esporos de Aspergillus niger CCT 0916 (item 3.6.1)
na concentragdo de 107 esporos por grama de substrato sélido. Cobriu-se o frasco com
tampédo, confeccionado com gaze e algoddo, e incubou-se em estufa bacteriologica na
temperatura de 30 °C;

3) Retiraram-se amostras em intervalos regulares de tempo durante mais de 72 h de
fermentagdo, e dessas amostras analisou-se a umidade (item 3.3.4), o pH (item 3.3.3) e os
acucares redutores (item 3.3.7);

4) Do meio fermentado, fez-se a extracio das enzimas. Apods a extragdo,

determinou-se a atividade poligalacturonasica e a atividade pectinolitica.
3.6.3 - EXTRACAO DAS ENZIMAS

A extragdo do complexo enzimatico foi realizada adicionando-se 2,5 mL/g de meio
fermentado de tampdo acetato 200 mM pH 4,5. Em séguida, as amostras foram dcixadas

gm banho-maria por 1 h a 30 °C e filtradas em papel filtro Wattman 1. O filtrado foi
estocado em tubo de ensaio e congelado em freezer (CASTILHO, 1997).
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3.6.4 - MEDIDA DA ATIVIDADE ENZIMATICA
3.6.4.1 - ATIVIDADE PECTINOLITICA

A atividade do complexo pectinolitico foi determinada através da medida da
redugfo da viscosidade de uma solugiio de pectina citrica 1% (p/v) preparada em tampao
acetato de sédio 200 mM pH 4,5

A unidade pectinolitica foi definida como a quantidade de enzima capaz de reduzir
em 50% a viscosidade inicial de uma solugfio de pectina, em 10 min de reagiio a 35 °C
(ANTIER et al., 1993; DANIEL et al., 1996).

Depois, em tubos de ensaios foram colocados 10 mL da solugfo de pectina citrica.
A este volume, acrescentaram-se volumes do complexo enzimético. Apos banho a 35 °C
por 10 min, as solugdes foram transferidas para viscosimetro da marca Schott modelo
52013,

Ao tempo de escorrimento da solugdo no viscosimetro, em segundos, multiplicou-

se a constante 0,03338 mm?/s? para obtengdio da viscosidade v (Equacdo 18).

L = const x t(s) (18)

Para cada volume de complexo enzimatico usado na deterininagio da viscosidade,
foi determinada a viscosidade de uma amostra em branco com mesmo volume, porém
usando solugdo tampéio de acetato de sédio 200 mM pH 4,5. A redugfio da viscosidade foi

calculada pela Equagdio 19.

Vyp — D
Red(%) = (__f}f___:\_J % 100 (19)
UHr
Em que: v, = viscosidade da amostra em branco;

va = viscosidade da amostra com complexo enzimdtico.

Apoés a obtengdo dos volumes de enzimas que reduziram em 50% a viscosidade das

amostras em branco, calculou-se a atividade pectinolitica utilizando a Equagéo 20.
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Pt (Ulg) = VL x2,5 (20)

30
Em que: Pt = atividade pectinolitica;

V50 = volume que reduz a viscosidade da solug@o de pectina citrica em 50%.

3.6.4.2 - ATIVIDADE POLIGALACTURONASICA

A determinagdo da atividade poligalacturondsica foi realizada de acordo com
protocolo da EMBRAPA Agroindustria de Alimentos (Rio de Janeiro-RJ),

Para anilise das amostras, levaram-se ao banho-maria, a 35 °C por 30 min, tubos de
ensaio contendo 4 ml. de solugfio dc acido poligalacturénico 0,25%, em tampédo acetato
200 mM, ph 4,5. A esses tubos, foram adicionados 0,25 mL do complexo enzimatico, Em
seguida, levaram-se os tubos novamente para ¢ banho-maria a 35 °C por 30 min para
reagirem. Apos a reagdo, transferiu-se 0,25 mL da mistura para tubos contendo I mL de
reagente DNS. Adtcionou-se 0,75 mL de agua destilada aos tubos e foram levados ao
a'lquccimgnto a 100°C por 5 min, seguido de resfriamento a temperatura ambiente.
Adicionou-se 8 ml. de agua destilada ¢ homogeneizou-se bem, As leituras foram feitas em
espéctrofotc“)mctro a 540 nm. Os ensaios foram feitos em duplicata.

Nos ensaios em branco (também realizados em duplicata), a enzima foi adicionada
4 solugdo de acido poligalacturdnico ¢ imediatamente transferida para os tubos de ensaios
contendo DNS. A curva padrio foi feita com solugio de acido poligalacturénico na faixa
de 0a | mg/mL.

Uma unidade de atividade poligalacturonasica corresponde & quantidade de enzima
que libera 1 pmol de acido poligalacturénico por minuto da reac¢dio, nas condigdes de
reacdo.

Para os cilculos, utilizou-se a Equagdo 21.

(ABS,_ ... ~ABS,.. Jxfx17x4x25

PG 1 J / — amosir branco 3
Ve 212,16 30 @h
Em que: PG = atividade poligalacturonasica expressa em unidades de atividade por

gramas de meio umido;

ABS = absorbincia;
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f'= fator de converséo da curva padrio (mg/L);

17 = diluigéo da enzima no meio reacional;

4 = diluigdo dos grupos redutores no reagente DNS;

212,16 = peso molecular do acide poligalacturdnico (g/mol);

30 = tempo de reagé@o (min),

2,5 = razdo da adigdo da solugfio de tampdo acetato 200 mM pH 4,5 na

extragdo da enzima.
3.7 - PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL FATORIAL

_ Os procedimentos descritos nesta seqfio tiveram por objetivo exccutar 0 minimo de
ensaios ¢ determinar o quanto as varidveis de entrada umidade e concentragio de
nitrogénio influenciam a resposta atividade enzimatica no processo de fermentagéio semi-
solida usando o bagaco do pedanculo do ¢aju seco como meio sélido ¢ fonte de nutrientes
para a produgio de pectinases.

Realizou-se um planejamento experimental fatorial 2% completo. No planejamento,
considerou-se, para cada varidvel de entrada, um nivel inferior (-1), um superior (+1) ¢ um
ponto central (0). Foi feita também a matriz de planejamento. Foram feitas 3 repeti¢bes no
ponto central.

Com os resultados obtidos na execugdio do plancjamento experimental fatorial, foi
realizada regressdo dos dados para obtengio de um modelo empirico. Fez-se a validagio do
modelo através do Teste F para verificar se este ¢ significativo ao nivel de confianga
fixado. Por fim, construiu-se a superficie de resposta. Os célculos desta se¢fio foram
realizados com o auxilio do programa Statistica.

Na Tabela 5 encontram-se os valores dos niveis das vanaveis do plangjamento

experimenial,

Tabela 5 — Niveis das variaveis do plangjamento experimental fatorial

Variaveis Nivel (-1)  Ponto Central (0)  Nivel (+1)
U (% b.u)* 30 40 50
N (% p/p)* 0,5 1,0 1,5

(*} U = umidade inicial do meio e N = concentragio de sulfato de ambnio

= Na Tabela 6 encontra-se a matriz de plancjamento.
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Tabela 6 — Matriz do planejamento experimental fatorial 2°

Ensaios N* U*
1 -1 . -1
2 +1 -1
3 -1 +1
4 +1 +1
5 0 0
6 0 0
7 0 0

(*) variaveis codificadas



CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSAQ

4.1 — CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO BAGACO SECO DO PEDUNCULO DO CAJU

Na Tabela 7 encontram-se os pardmetros observados e os desvios padrdio para a

caracterizagdo fisico-quimica do bagago seco do pedinculo do caju.

Tabela 7 — Analise fisico-quimica do bagaco seco do pedinculo do caju

Parametro Unidade Valor
Umidade %bs 11,60+ 0,19
Residuos minerais % b.s 1,72 + 0,085
pH -—- 3,66+ 0,032
S§# °Brix 25,31+ 0,025
AR* glg 20,26 £ 0,22
ART* g/e 2447 + 1,16
Pectina %pectato de calcio 8,39+ 021
Proteina bruta % 11,54+ 1,20
D* g/mL 0,59 + 0,002
' (*) 88 = solidos soliveis; AR = aglcares redutares, ART = agucares redutores totais, D

= densidade aparente

| O valor de pH encontrado para o bagago do caju (Tabela 7) esta proximo dos valores
citados por SANTOS et al. (2005a): 3,3 e 2,8 para o bagago seco do pedunculo do caju
comum ¢ da variedade CP76, respectivamente. BRANDAO et al. (2003) citaram que para
o pedunculo in natura da variedade CCP06, o pH foi igual a 4,01. Comparando-se os
valores de pH do pedanculo in natura com o valor do pH do pediinculo seco obtido nesse
trabalho, observa-se que houve diminuigdo do valor. Isto pode ter ocorrido devido a
concentragio de acidos durante o processo de secagem (CAMPOS, 2003).

De modo geral, o pH ¢ uma varniavel importante em qualquer processo bioldgico,
havendo valores 6timos para o desenvolvimento de microrganismos. Geralmente, os
fungos preferem pH entre 4,5 ¢ 5,0 (TARAGANO & PILOSOF, 1999, FAWOLE &
ODUNFA, 2003; SANTOS et al., 2005a). Porém, MAIORANO (1990) observou que pH
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inicial de 3,6 proporcionou maior produgfo de pectinases, usando Aspergitlus sp. em
processo FSS, tendo como substrato farelo de trigo.

Assim, o pH do bagago caracterizado pode vir a promover a produgiio de pectinases
sem necessitar de ajuste utilizando solugdo tamponante. Além disso, o pH 4acido favorece o
armazenamento a temperatura ambiente sem problemas de contaminagéo.

A umidade obtida (11,69%) com a secagem do bagago condiz com o reportado por
SANTOS et al. (2005a).

A quantidade de agua no meio fermentativo semi-sélido ¢ um fator limitante e afeta
diretamente as necessidades do microrganismo, além do tipo de produto final,

Para utilizar este residuo, podera ser preciso a adaptagdo do teor de umidade, porque
alguns microrganismos produtores de pectinases necessitamn de teores mais elevados do
que o encontrado no residuo. Assim provavelmente serd necessaria adig¢io de agua.

Alguns autores (ANTIER et al., 1993; CASTILHO, [997; TARAGANO &
PILOSOF, 1999) citam a utilizagio de diversos substratos para produgio de pectinases
pelo Aspergillus niger com atividade de agua acima de 0,93.

" E importante salientar que baixos niveis de atividade de dgua significam baixa
disponibilidade de moléculas de agua nas proximidades das células, dificultando a troca de
solutos na fase solida, diminuindo o metabolismo ¢ gerando menores velocidades de
crescimento ou de sintese de metabolitos. Em contrapartida, elevados indices de atividade
de agua dificultam a difusdo de ar pelas particulas solidas, levando a redugio no
cresciimento microbiano (ABUD et al., 2007).

O teor de solidos solaveis (SS) obtido para o bagago seco do pedunculo do caju foi
de 25,31 “Brix, valor maior do que os observados na literatura para o bagago in natura.
BRANDAO et al. (2003) caracterizaram o pedunculo in natura de caju tipo CCP06 e
constataram que este possuia 9,8 °Brix. Ja os valores de SS do bagago seco encontrado na
literatura diferem de forma drastica em relagfio aos valores obtidos. MATIAS et al. (2005)
obtiveram valor de 2,88 °Bnx, enquanto SANTOS et al. (2005a) obtiveram valores de 17,5
°Brix para o bagago seco do caju comercial e 47,5 °Brix para o bagaco seco do caju CP76.

A concentragdio de aglcares redutores (glicose e frutose) no bagago foi em torno de
20,26 g/g (202,6 mg/100g). Os valores de AR encontrados na literatura (MATIAS et al.,
2005} tanto para o pedunculo in natura (6,84 mg/100g) quanto para o pedinculo seco
(13,32 mg/100g) foram inferiores.

43



A presenga de pectina no meio fermentativo semi-sélido ¢ importante, uma vez que
esta apresenta efeito indutivo e favorece a excregdo das pectinases pelos fungos produtores
(THAKUR et al., 1997).

O valor de pectina observado (8,39%) encontra-se préximo do relatado por SANTOS
et al. (2005b), 6,92% para o pedinculo seco do caju. Porém, para o bagago seco do caju
CP76, SANTOS et al. (2005a) observaram valor em torno de 24,5%.

Quantitativamente, a literatura indica que altas concentra¢des de aglicares no meio
s'uprem a necessidade dos microrganismos para seu crescimentoc € a pectina no meio ¢
pouco utilizada. Porém, quando a concentragfio de agiicarcs € menor que a concentragdo de
pectina, ocorre facilmente a quebra das moléculas pécticas, ja que devido a abundéncia sdo
mais consumidas, levando ha altas atividades enzimaticas (SOUZA et al., 2007).

Os resultados mostram que € necessaria a adigdo do indutor pectina nessa fragfo de
bagago de caju a fim de que a atividade enzimatica se sobressaia.

- FONTANA et al. (2005), utilizando Aspergillus niger TO005007-2 como
microrganismo ¢ farelo de trigo como meio, constataram que a adigio de pectina citrica em
meio solido, até o limite de 16% (p/p), levou a um aumento da atividade enzimatica.

O valor de proteina bruta (11,54%) encontra-se préximo do valor observado por
SANTOS et al. (2005a) (10,10%). Entretanto, MATIAS et al. (2005) relataram valor para o
bagaco seco de caju igual a 3,25%. Para o pedinculo fresco, HOLANDA et al, (1998)
observaram concentragiio de proteina bruta em torno de 6,58%.

A caractenizagdo fisica com relagdo a morfologia do substrato & essencial, sobretudo,
quanto ao tamanho ¢ a porosidade, porque estas propriedades governam a area superficial
acessivel ao microrganismo (SANTOS et al., 2005a).

Na Figura 4 encontra-se a distribuicio granulométrica do residuo do pedanculo do
caju seco. Observa-se que 60% do bagago ficaram retidos nas peneiras de 24 ¢ 35 mesh, o

que corresponde aos tamanhos 0,7 € 0,42 mm.
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Figura 4 - Distribuigfio granulométrica do bagago seco do pedinculo do caju

Este tamanho de particula pode ser utilizado em um processo de FSS com
Aspergillus niger, ja que foi descrito na literatura, tamanhos de particulas para produgio de
pectina entre 0,5 € 0,7 mm (HENNIES, 1996; MARTINS et al., 2005).

O tamanho m¢édio das particulas de residuo do meio fermentativo deve ser obtido de
forma que ndo se tenha nem particulas grandes, nem pequenas. Particulas de tamanho
reduzido promovem area superficial maior, e consequentemente maior grau de
transformagdo. Porém, o processo necessita ter uma granulometria prépria permitindo a
circulagio de ar por entre a massa e a dissipagdo de gases e calor produzidos, os quais
poderiam vir a prejudicar o rendimento do processo {DEL BIANCHI et al., 2001).
P:si.rt_icu]as maiores promovem mais espa¢o interparticulas, diminuindo o rendimento da
absor¢do dos nutrientes pelos microrgamsmos (SANTOS ct al,, 2005a; SOUZA et al.,
2007).

Além disso, a andlise granulométrica ¢ importante na extragdio do complexo
enzimatico, Ja que sélidos finamente divididos facilitam o acesso por parte do solvente
(SOUZA et al., 2007). |

~ E importante lembrar que, de forma geral, a caracterizagfo feita para as culturas
pode vanar drasticamente dependendo de época de colheita, dos fendmenos ¢ praticas
agricolas relacionados com o plantio. Sendo entfio de extrema importincia a caracterizagio
do substrato para o processo de FSS e, consequentemente, o ajuste de determinados

parametros, o que ¢ também mais um desafio hd ser considerado na utilizagdo desse
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processo.

4.2 — CONSTRUCAO E AJUSTE DAS ISOTERMAS DE ADSORCAQ DO PEDUNCULO DE CAJU

SECO

Na Tabela 8 encontram-se os dados de atividade de agua (aw) e os valores médios

de umidade de equilibrio do material (xeq) nas temperaturas estudadas. A estes dados,

foram ajustados os modelos de BET, GAB, Oswin, llenderson € Smith. Os dados de

pesagem das amostras a cada 24 h, assim como o0s dados calculados até a obtengdo dos

valores médios (Tabela 8) para as temperaturas de constru¢io das isotermas, encontram-se

em anexo na se¢do A deste trabalho.

Tabela 8 - Valores de atividade de dgua ¢ umidade de equilibrio do pedunculo de caju seco

TB!TI(I:’GC[';}. tura aw xeq (% b.s) Tem(?,g;‘ tura . aw xeq (%b.s)
0,23 5,75 0,23 835
0,33 7,20 0,32 9,66
T s 0,43 9,21 3 0,41 11,49
N 0,57 12,18 0,57 13,64
0,75 20,76 0,75 23,20
0,86 29 42 0,84 30,29
0,23 5,31 0,23 7,35
0,32 7,10 0,31 9,04
30 0,42 922 40 0,40 11,16
0,57 11,77 0,57 12,98
0,75 20,82 0,75 21,86
0,84 27,95 0,83 2827

Na Tabela 9, encontram-se os valores dos parAmetros, do desvio percentual médio

(P), do coeficiente de determinacio (RZ) para cada temperatura, € o resultado da avaliagdo

da distribui¢dio dos valores residuais versus valores preditos para cada modelo. Esta

distnbuig¢do pode ser observada nas Figuras de 5 a 10.
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Tabela 9 - Parametros de ajuste das isotermas de adsorgdo do pedinculo do caju seco aos

modelos testados

Modelo Temperatura (°C)
25 30 35 40
BET Xm 5,64 561 6,33 6,07
C 12,59 11,28 39,72 49 85
n 14,39 15,02 13,35 13,18
R’ 0,9998 0,9986 0,9948 0,9941
P (%) 0,86 2,70 4,79 4,11
Distribuigdo tendenciosa
GAB Xm 7,35 6,95 7,14 6,81
Cao 5,64 6,00 4922 33,21
K 0,8886 0,9104 0,9137 0,9180
R? 0,9989 0,9983 0,9971 0,9962
P (%) 1,97 2,34 2,13 3,53
- Distribuigio aleatoria
Oswin a 10,87 10,72 13,41 12,73
b 0,5539 0,5811 0,4865 0,4946
i 0,9983 0,9979 0,9930 0,9929
P (%) 2,17 2,63 4,51 4,43
Distribuigdo aleatdria
Henderson a 0,0490 0,0509 0,0217 0,0238
b 1,10 1,08 1,31 1,31
- R* 0,9945 0,9926 0,9812 0,9816
P (%) 5,57 1,94 7,64 7,94
Distribui¢do ndo aleatoria
Smith a 0,9188 0,7552 2,49 2,28
b -33,12 -33,69 -34,82 -33,42
o 0,9947 0,9931 0,9746 0,9744
P (%) 5,19 6,11 8,00 8,72
Distribui¢io ndo aleatoria
BET linear Xm 448 4,73 5,33 5,19
CL 890966 2055171 1703302 7279792
R? 0,9665 0,9843 0,9575 0,9697
P (%) 8,55 7,22 12,05 7,28
Distribui¢iio tendenciosa
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Figura 10 - Valores residuais em fungdo dos valores preditos para o modelo de BET linear

A partir das Figuras 5 a 10, observa-se que a distribuigdo de residuos para o modelo

de BET (Figura 5) apresenta comportamento tendencioso, devido a distribui¢do de alguns

pontos superiores a esquerda. Logo, este modelo representa os dados experimentais com

valores residuais maiores, de modo que se torna pouco satisfatério quanto ao ajuste.
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Comportamento tendencioso pode ser observado também para o modelo de BET linear
(Figura 10). Para os modelos de Henderson (Figura 8) e Smith (Figura 9) a distribui¢do ndo
foi aleatoria. Para os modelos de GAB (Figura 6) ¢ Oswin (Figura 7), observa-se que estes
possuem distribuigdo aleatoria, sendo entdo confidvers para representar o ajuste dos dados
experimentais.

Na Tabela 9, observa-se que todos os modelos se ajustaram de forma adequada aos
dados expeninentats, uma vez que o valor de P indica um bom ajuste quando for inferior a
10%, enquanto R? deve ser o mais proximo da unidade (LOMAURO et al., 1985). A
exceglo foi 0 ajuste do modelo de BET linear a temperatura de 35 °C, onde o valor de P foi
1gual a 12,05%. O modelo que melhor se ajustou foi o de GAB, seguido pelo de BET. Ji o
que apresentou maiores valores de P e menores valores de R” foi o de Smith,

Observando-se a distribui¢cio de residuos (Figuras 5 a 10) ¢ a Tabela 9, pode-se
afirmar que o modelo que melhor ajusta os dados experimentais das isotermas € o de GAB.

Na Figura 11, encontra-se o gratico do ajuste do modelo de GAB. Observa-se que
as curvas de 25 e 30 °C se sobrepdem, indicando que nfio ha influéncia da temperatura
nestas isotermas. Diferentemente, nas curvas de 35 e 40 °C se observa pequena influéncia
desta vartavel. Observa-se ainda um efeito maior da temperatura do intervalo de 25-30 °C

para o de 35-40 °C, especialmente com a atividade de dgua entre 0,2 a 0,6.
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Figura 11 - Modelo de GAB para isotermas de adsor¢io do pedinculo de caju seco
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N Com base na Figura 11, observa-se que para uma mesma atividade de dgua (aw), a
quantidade de dgua adsorvida aumenta quando a temperatura passa da faixa de 25-30 °C
para 35-40 °C. KAYA & KAHYAOGLU (2007} observaram este mesmo comportamento
na construcfo de isotermas dc adsorcdo para pétalas de agafrdo nas temperaturas de 15, 25
e 35 °C.

As 1sotermas de adsorg¢fio do pedunculo do caju seco sdo curvas do tipo 11, seguindo
a classificagio de BRUNAUER (BRUNAUER et al, 1938), cuja forma sigmoidal ¢
utilizada principalmente em isotermas de produtos orginicos.

BLAHOVEC (2004) estudou alguns modelos de isotermas de sorcio, reatizando
um estudo matematico sobre os valores aceitaveis para cada parimetro, Para o modelo de
GAB e para as curvas do tipo I1, este autor assegura que 0< k <1 e Cg; > 2. Observa-se que
estes parimetros (Tabela 9) estfio dentro do intervalo descrito, tendo assim, a confirmagio
matematica do tipo de isotermas obtido nesse estudo.

Observa-se que o valor do parimetro da equagiio de GAB, Xm, onde representa a
umidade na monocamada do material adsorvente, nfo apresentou tendéncia definida em
rela¢do a temperatura, porém, k teve um pequeno acréscimo com o aumento desta e Cg
aumentou quando passou do intervalo de 25-30 °C para 35-40 °C.

Quando se comparam 0s valores das umidades da monocamada molecular através
da equagdo de BET linear (l'abela 9), observa-se tendéncia de aumento dos valores com a
temperatura. Segundo FERREIRA & PENA (2003), este nio é um comportamento
comum, mas pode ser justificado através de dois mecanismos: um aumento da temperatura
pode provocar modificagdes na estrutura fisica do produto, disp;)nibi]izando um maior
numero de sitios ativos com afinidade por moléculas de dgua, ou pode provocar um
aumento na solubilidade de solutos intrinsecos ao produto, fazendo com que um maior
namero de meléculas de agua fique retido na monocamada,

LAHSASNI et al. (2004) também observaram que as umidades na monocamada
aumentavam seus valores com o aumento da temperatura, para as isotermas de adsor¢éo da
raquete da palma forrageira (Opuntia ficus indica) nas temperaturas de 30, 40 e 50 °C.

Todos os parametros mencionados para os modelos de Henderson e Oswin (Tabela
9) encontram-se dentro do esperado, pois BLAHOVEC (2004) afirma que o modelo de
Henderson deve apresentara > 0 ¢ b > | ¢, para 0 modelo de Oswin,a>0¢e 1 >b > 0. Ter

esses pardmetros dentro desses intervalos indica que nfio ha ponto de inflexdo na curva,



sendo assim, ndo ha mudangas na concavidade das fungdes, logo estes pardmetros possuem
consisténcia matematica e fisica.

Na literatura podem ser encontrados diversos trabalhos que relacionam teores
iniciais de atividade de dgua com o desenvolvimento de diversos microrganismos
responsaveis pelas sinteses de produtos obtidos em processo de FSS.

Em particular, 4spergillus niger ¢ descrito por PINTO et al. (2006) como o
microrganismo mais adaptavel aos processos fermentativos, sendo em torno de 0,7 o valor
da atividade de agua minima para o desenvolvimento de suas atividades metabolicas. Ao se
correlacionar esse dado, utilizando o pedinculo de caju seco no processo de FSS e as
1sotermas de adsor¢do obtidas, tem-se um indicativo de que a umidade no substrato, nos
intervalos de temperatura de 25-30 °C e 35-40 °C, ndo deve ser menor que 17,5 e 19,0%
b.s, respectivamente.

Para a produgdo de pectinases por Aspergillus niger em FSS, diversos autores
descrevem processos (CASTILHO, 1997; ANTIER et al, 1993; TARAGANO &
PILOSOF, 1999) em que se pode constatar que a atividade de d4gua que melhor propicia a
sintese do produto pelo microrganismo encontra-se acima de 0,90.

Esta informagdo ¢ importante, uma vez que para se produzir pectinases utilizando
cfm‘go substrato o pedunculo de caju seco, e correlacionando a atividade de agua e a
umidade de equilibrio através das isotermas obtidas nesse trabalho, a umidade do material
devera esta acima de 35% b.s.

Sendo assim, ¢ de extrema importdncia o conhecimento do comportamento
higroscopio do produto semi-solido utilizado como substrato em um processo
fermentativo, ja que a quantidade de agua disponivel no meio para o microrganismo se

desenvolver e sintetizar as reagdes ao longo do processo de produgio ¢ um fator limitante.
4.3 - CALOR ISOSTERICO DE ADSORCAO

- As curvas para obtengdo do calor isostérico liquido (qy) foram construidas com
base nos dados das isotermas ajustadas através do modelo de GAB, j4 que este foi o que
melhor representou os dados experimentais.

Na Tabela 10, encontram-se os valores usados para construgdo da curva de In aw
em fungfio de 1/T. Na Figura 12, encontram-se as regressdes lineares feitas para a obtengdo

das inclinagdes para o calculo do calor isostérico (Qs).
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Tabela 10 - Valores resultantes do célculo de In aw para varias umidades de equilibrio

Temperatura (°C)

xeq (b.s) 25 30 35 40

aw In aw aw In aw aw In aw aw In aw
0,05 0,21 -1,561 0,21 -1,561 0,045 -3,101 0,07 -2,659
0,07 0,31 -1,171 0,325  -1,124 0,13 -2,040 0,18 -1,715
0,10 0,465 -0,766 0475 -0,744 0,35 -1,050 0,39 -0,942
0,13 0,58 -0,545 0,585 -0,536 0,51 -0,673 0,535 -0,625
0,20 0,75 -0,288 0,745 -0,294 0,71 -0342 0,725 -0,322
0,30 0,865 -0,145 0,855 -0,157 0,835 -0,180 0,845 -0,168

0,00318 0,0032 0.00322 0,00324 0,00326 0,00328 0,0033 0,00332 0,00334 0,00336 0,00338
0 T T T T T T T T T =1

- -0.5

*
K Ke

-1

15 -
-
(=
= L
25
3
4 +0,05 m0,07 40,1 x0,13 0,2 ¢0,3
-35 -
1UT

Figura 12 - Curvas de In aw versus 1/T.

Na Tabela 11, encontram-se os resultados obtidos apds a regressdo linear para
ajuste dos dados de In aw versus 1/T, ou seja, valores da inclinagdo das retas, calor

isostérico liquido (qs), calor isostérico total (Qy) e coeficiente de determinagio (R?).

Tabela 11 - Resultado das regressdes lineares das curvas do calor de adsor¢do em fungédo

das umidades de equilibrio

xeq (b.s) Inclinagiio R’ qu (KJ/kg™) Qu (Ki/kg™)
0,05 9051,1 0,6394 -4173 -1783,7
0,07 4773,5 0,5569 -2201 1883
0,10 1562,1 0,5455 . =720 1668,8
0,13 706,2 0,5516 -326 20634
y 020 281,6 0,5989 -130 2259,1
0,30 173,2 0,6394 -80 2309,0
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A partir dos dados da Tabela 11, construiu-se a curva do calor isostérico de

adsor¢do em fungio da umtdade de equilibrio, representada pela Figura 13.
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Qst (kJ/kg)

0,05 01 0,15 02 0,25 03 0,35

-1500

~2000 -
xeq (b.s)

Figura 13 - Calor isostérico de adsorg¢io versus umidade de equilibrio

Verificando-se a Tabela 11, observa-se que ocorreu aumento nos valores do calor
isostérico (Qy) com o aumento da umidade de equilibrio (xeq).

E importante citar que ndo foram encontrados na literatura trabalhos que relatassem
€sse comportamento.

No entanto, diante da justificativa dada para o comportamento da umidade da
monocamada (Tabela 9), considera-se que hd mais sitios ativos com atinidade por agua na
monocamada molecular com o aumento da temperatura. Assim, dispde-se de uma
quanttdade maior de energia para rettrar uma mesma quantidade de dgua do maternial a
medida que a umidade aumenta, podendo ocorrer também maior resisténcla ao movimento
de 4gua no material a temperaturas mais altas, diferentemente da maioria dos materiais
(SALWIN, 1963).

: Observa-se também a ocorréncia de calor inferior ao calor latente de vaporizagio da
4gua, sendo este valor ndo esperado, visto que a menor quantidade de calor necessaria para
evaporar a agua ¢ o calor latente de vaporizagdo. Além disso, os coeficientes de
determinagio para a regressdo linear foram mais baixos do que o recomendado. Contudo,

os valores de R? observados podem ser justificados pelo acimulo de erros na regressio
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linear feita para os calculos do calor latente (Figura 12), ja que os pontos em questio
possuem comportamento mais complexo do que a regressdo pode explicar. Porém, ainda

assim, ¢ possivel a obtencdo da indicagdo dos fendmenos analisados neste trabalho.

4.4 —~ ESTUDO DA FERMENTACAO SEMI-SOLIDA: INFLUENCIA DA UMIDADE E DA

CONCENTRACAO DE SULFATO DE AMONIO NO MEIO

Inicialmente, foram rcalizados ensaios com o objetivo de se obter os nivels
posteriormente utilizados na execugio do planejamento experimental fatorial. Em seguida,
com a realizagdo dos ensaios do planejamento fatorial, fez-se um estudo das cinéticas de
produgio enzimaética, observando os pardmetros pH, agucares redutores, umidade do meio,
atividade poligalacturonasica e atividade pectinolitica. Com os dados das atividades
enzimaticas, analisaram-se os resultados sob a perspectiva do planegjamento fatorial,

verificando a influéneia da umidade inicial e a concentragdo de sulfato de amdnio do meio.

4.4.1 - ENSAIOS PRELIMINARES: DETERMINACAO DOS NIVEIS DO PLANEJAMENTO

FATORIAL

Observa-se na Figura 14 o comportamento da.umidade em fungiio do tempo de

fermentagido para o meio com concentragdes diferentes de sulfato de aménio.
'

- - -
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Figura 14 — Efeito da adi¢do da fonte de nitrogénio na umidade durante fermentagdo

Das amostras retiradas para monitoramento da umidade, ndo se observou um
comportamento definido. Apenas a umidade do ensaio 2 permaneceu constante ao longo da
cinética. No ensaio com 3% da fonte de nitrogénio observa-se um decréscimo desta
variavel. Diferentemente, dos ensaios com 0 e 1% onde se observa um aumento
consideravel nos valores. Acredita-se que este comportamento foi detectado, porque o
aumento na umidade do meio € proveniente da respiragdo do microrganismo ao
metabolizar o substrato.

Na Figura 15 tem-se o comportamento do pH ao longo da fermentagdo com as

quatro concentragdes diferentes de sulfato de amonio no meio.
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Figura 15 — Efeito da adigéo da fonte de nitrogénio no pH durante fermentagio

Iniciou-se o processo com pH igual a aproximadamente 4,0, porém, ocorreu queda
acentuada para o mesmo apos 20 h de fermentagéio para os meios com 0 e 1% e apds 15 h
para os meios com 2 e 3% de sulfato. Observa-se que o meio com 2% alcangou 0 menor
pH caindo para metade do valor inicial. No entanto, ndo se observa produgédo consideravel
de enzimas com essa concentragdo. Assim, pode esta ocorrendo a produgdo de uma
substdncia acida ao invés de ser produzida a poligalacturonase.

DANIEL et al. (1996), estudando a influéncia do pH na produgdo de pectinases
usando como meio semi-solido a casca de limdo, investigaram a possibilidade da utilizagdo
de uma fonte de nitrogénio como variavel indireta no controle do pH durante o processo.
Foram utilizadas como fonte de nitrogénio a uréia e o sulfato de amonio. Considerou-se a
possibilidade de haver inibigdo do crescimento microbiano por queda de pH durante o
processo fermentativo e observaram-se que utilizando a uréia (0,27%), obtiveram-se
extratos enzimaticos com maiores concentragdes (2,32 U/mL) com 46 h de cultivo.

Na Figura 16, encontra-se o comportamento da concentragdo de agucares redutores

em fungdo do tempo de fermentagdo.

58



-+0% +1% 2% 3%

Agucares Redutores (%)

0 T ——— T : )
0 20 40 60 80 100
Tempo (h)

Figura 16 — Efeito da adigdo da fonte de nitrogénio na concentragdo de agucares redutores

(AR) durante fermentagéo

Observa-se que o consumo de AR € mais rapido no meio sem adi¢do da fonte de
nitrogénio, e que a medida que aumenta a concentragio este consumo ¢ mais lento. Assim,
para os meios com concentra¢des de sulfato de amonio iguais a 0, 1 e 2%, apo6s 60 h de
processo, atingiram-se valores proximos a 2% de AR enquanto no meio com 3% de
nitrogénio com o mesmo tempo de processo atingem valores de 15% de AR. Mostrando
que ndo houve consumo consideravel dessa concentragdo e, conseqilentemente, ndo houve
produgdo de enzimas.

Na Figura 17 tem-se a cinética de produgdo de pectinase frente a adigdo de sulfato
de amonio nas concentragdes de 0, 1, 2 e 3% (p/p) ao residuo, cultivados com teores de
umidade de 40% (b.u.).
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Figura 17 — Efeito da adigéo da fonte de nitrogénio na atividade poligalacturonésica ao

residuo do caju

A atividade poligalacturonasica no residuo € fortemente influenciada pela adi¢do da
fonte de nitrogénio. Quando se compara a cinética de fermentagdo sem a adig¢do da fonte
com a adigdo de 1% de sulfato de amonio no meio, observa-se que ocorreu um aumento de
5 vezes do valor da atividade que passa de 3,1 U/g para 15,95 U/g, reduzindo também o
tempo de fermentagdo necessario para o maior pico, passando de 56 para 32 h de
fermentacdo.

Com a adigdo de 2% da fonte de nitrogénio ao meio, o valor maximo da atividade
poligalacturonasica (6,8 U/g) foi maior que a atividade observada para o meio sem adigdo
da fonte e o tempo de fermentagdo (47 h) para se alcangar o pico de atividade enzimatica
também foi menor, porém, com valores inferiores aqueles observados para o meio com
1%. Ja4 o meio com 3% ndo mostrou atividade enzimatica consideravel. Sendo um
indicativo da inibigdo do microrganismo pelo sulfato de amdnio em tal concentragdo.

TRINDADE et al. (1996) estudando o emprego de diferentes substratos na
produgdo de poligalacturonase, encontraram para o morango atividade de 0,8 U/mL com
160 h de fermentagdo e para o maracuja e acerola, 0,8 e 1,4 U/mL, respectivamente, com
96 h. Porém, de todos os residuos analisados nesse estudo, a magd apresentou a maior
atividade 14 U/mL com 22 h. DANIEL et al (1996), usando casca de limdo como meio,

encontraram 2,3 U/mL com 48 h de processo.
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De forma conclusiva, observa-se que o bagago do pedinculo de caju pode ser
considerado uma fonte vidvel na produgdo de poligalacturonases através da fermentagio
em meio solido, apresentando inclusive valores competitivos quando comparado com
outras fontes de carbono. Ja que o valor de atividade poligalacturonasica mdaxima
observados fo1 15,95 U/g (6,38 U/mL), com umidade inicial de 40% b.u e 1% (p/p) de
sulfato de amoénio no meio, em 32 h de fermentagio.

Observa-se também que o uso do sulfato de amonio como fonte de nitrogénio no
meio pode incrementar os valores da atividade poligalacturonase em um tempo de
fermentagdo menor do que o meio sem esse aditivo. Porém, o microrganismo possui nivel
de tolerdncia quando ao valor de mitrogénio adicionado. Sendo assim, indica-se a
investigagio mais aprofundada dessa varidvel, observando seu efeito sinérgico junto a

umidade do meio através da aplicagdo de um planejamento experimental fatorial.
4.4.2 — CINETICA DO PROCESSO FERMENTATIVO PARA PRODUCAQ DE PECTINASES

Nessa se¢do serdo analisados os resultados das cinéticas para cada ensaio seguindo
o plangjamento experimental, como descrito no item 3.7. A descrigiio detalhada dos dados
experimentats encontra-se¢ em anexo na se¢do C deste trabalho.

Tiveram-se como variaveis manipuladas a concentra¢gdo de sulfato de amobnio
(fonte de nitrogénio - N) ¢ a umidade do meio de cuitivo (U). Analisaram-s¢ o
comportamento da umidade do meto, atividade de agua (aw), pH, aglcares redutores (AR),
atividade poligalacturonasica (PG) e atividade pectinolitica (Pt) ao longo do tempo para
cada ensaio.

A representagdo grafica do comportamento cinético da atividade de dgua (aw) de

cada ensaio do processo fermentativo para producéio de pectinase encontra-se na Figura 18.
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Figura 18 - Comportamento cinético da atividade de agua (aw)

Observa-se que ocorreu atividade poligalacturonasica (PG) com aw acima de 0,94,
porém, o consumo de agucares resultando em maiores valores desses parametros, apenas
ocorreu com aw inicial entre 0,99 e 1,00. Ja para atividade pectinolitica (Pt), a produgdo
ocorreu com aw inicial acima de 0,99, obtendo-se as maiores produgdes também com esse
valor de aw inicial.

Esses resultados em relagdo a atividade de agua para produgdo de enzimas
pectinoliticas, usando Aspergillus niger, condizem com os observados na literatura.
CASTILHO (1997) usando farelo de trigo e soja realizou testes e verificou que atividades
de agua entre 0,95 e 0,98 foram as mais propicias a sintese pelo fungo. ANTIER et al.
(1993) para selecionar linhagens mutantes de 4. niger, tendo como substrato polpa de caf€,
utilizaram meios com aw igual a 0,96. TARAGANO & PILOSOF (1999) observaram que
os maiores valores de atividade pectinolitica foram obtidos com atividade de agua inicial
entre 0,93 e 0,94, usando farelo de trigo como meio. Assim, de modo geral, os valores de
atividade de agua descritos pela literatura estdo entre 0,93 e 0,98.

Em relagdo a umidade do meio de cultivo (Figura 19), observa-se que houve
variagdo brusca desta variavel apenas nos ensaios 3, 4 e 5, sendo estes os ensaios que
tiveram fermentagdo mais intensa. Este aumento da umidade pode ter ocorrido devido a
uma maior evaporagdo de agua, ja que as reagdes de sintese sdo exotérmicas. Os picos com

os maiores valores de umidade observados ocorreram com aproximadamente 55 h de
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fermentagdo.
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Figura 19 - Comportamento cinético da umidade do meio de cultivo

Os maiores valores de atividade poligalacturonasica foram obtidos nos ensaios com
umidade inicial entre 40 e 50% b.u. Para a atividade pectinolitica, os maiores valores
foram obtidos com 40% b.u de umidade inicial.

TERZI et al. (2003) observaram produgdo méaxima de poligalacturonase em meio
com farelo de trigo e umidade inicial de 44% b.u. SANTOS (2007), utilizando como meio
o bagago seco do pedinculo do caju, obteve maiores valores de atividade
poligalacturonasica e maior redugdo de viscosidade, como medida da atividade
pectinolitica, com valor inicial de umidade igual a 40% b.u.

Na Figura 20 encontra-se o comportamento dos agucares redutores (AR) ao longo

do tempo para cada ensaio.
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Figura 20 - Comportamento cinético da concentragdo de agucares redutores (AR)

Observa-se queda acentuada na concentragdo de agucares do meio nos ensaios 3, 4
e 5 a partir das 47 h de fermentagdo, indicando que houve consumo deste pelos
microrganismos. Tais ensaios iniciaram com concentragéo de agucares (AR) em torno de
15 g/g e concentragdo de pectina de 8,4% pectato de calcio.

SANTOS et al. (2006) também observaram queda acentuada no consumo de AR na
produgdo de pectinases usando pedunculo seco de caju como substrato e Aspergillus niger
CCT 0916 como microrganismo agente da fermentagdo, com apenas 10 h de fermentagdo,
com valores iniciais de 35,45 g/g e 7,31% de AR e pectina, respectivamente, chegando a
atividade poligalacturonasica maxima de 2,5 U/g.

O consumo tardio desses aglicares nas cinéticas apresentadas indica uma tendéncia
ao consumo preferencial de pectina pelo microrganismo, diferentemente do exposto por
SANTOS et al. (2006).

De fato, diversos trabalhos descrevem que altos rendimentos sdo obtidos em meios
que apresentam concentragdes balanceadas de agucares e pectina, ja que altas
concentragdes de agucares desfavorecem o consumo do indutor pectina, inibindo a
producdo de pectinases (FONTANA et al., 2005; SANTOS et al., 2006, SOUZA et al.,
2007).

Os maiores valores de atividade poligalacturonasica (PG) ocorreram proximo as 70

h de fermentagdo (Figura 21), sendo igual a 10,92 U/g (maior atividade PG encontrada na
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realizagdo do planejamento).
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Figura 21 - Comportamento cinético da atividade poligalacturonasica (PG)

Ao se fazer correlagdo entre o comportamento da atividade poligalacturonasica
(Figura 21) com o consumo de agucares redutores (Figura 20), constata-se que,
quantitativamente, o consumo de agucares dos ensaios 3, 4 ¢ 5 foi equivalente. No entanto,
ndo se observa no ensaio 4 a alta produgdio de PG observada nos ensaios 3 e 5. Logo,
apesar de ter sido consumida grande quantidade de agucares nesse ensaio, ndo se observou
grandes valores de PG. Diferentemente do ensaio 1, que apesar da produgdo razoavel de
PG, néo se observa grandes consumos de agucares.

Assim, tem-se o indicativo de que no ensaio 4 o consumo preferencial de agucares
ndo favoreceu a produgdo de poligalacturonase (PG). J& no ensaio 1, segundo o que se
observa na Figura 21, o consumo preferencial de pectina favoreceu a produgdo de PG.
Assim, confirma-se a discussdo de que o meio deve apresentar concentragdes balanceadas
de agucares e pectina para se obter maiores produgdes de atividade enzimatica
(FONTANA et al., 2005; SANTOS et al., 2006, SOUZA et al., 2007).

Comparando os ensaios 1 e 2, ambos com 30% b.u de umidade inicial, observa-se
que ndo ocorreu fermentagdo no ensaio 2, diferentemente do ensaio 1. Acredita-se que
ocorreu inibi¢do pela presenga do sulfato de amoénio, ja que no ensaio 2 a concentragdo foi
igual a 1,5% (p/p) e no ensaio 1, esta concentragédo foi igual a 0,5% (p/p) NOOMHORM
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etal., 1992).
A atividade pectinolitica maxima observada (Figura 22) foi igual a 11 U/g e foi
alcangada em dois ensaios (5 € 7), com tempos de fermentagdo diferentes (47 e 71 h,

respectivamente), porém, sob as mesmas condigdes iniciais de umidade (40% b.u) e

concentragdo de sulfato de amoénio (1,0% p/p).
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Figura 22 - Comportamento cinético da atividade pectinolitica (Pt)

Nio se observa atividade pectinolitica nos ensaios com umidade inicial de 30% b.u.
Segundo ACUNA-ARGUELLES et al. (1994), em meio com baixa quantidade de 4gua
disponivel ao microrganismo ocorrem modificagdes em suas membranas, resultando na
limitagdo de transporte e afetando o metabolismo do microrganismo.

E importante visualizar também que no ensaio 5, a queda acentuada da
concentragdo de agucares redutores (AR) coincidiu com o maximo valor de atividade
pectinolitica (Pt) (11,1 U/g).

O pH inicial dos ensaios (Figura 23) foi em torno de 3,5. MAIORANO (1990),
estudando a produgdo de pectinase por Aspergillus sp. em FSS, usando farelo de trigo
como substrato, observou que o valor de pH inicial do meio que proporcionam a maior

produgdo de pectinase situou-se ao redor de 3,6.
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Figura 23 - Comportamento cinético do pH

Nio se observaram variagdes bruscas durante o processo fermentativo, com
excegdo dos ensaios 3 e 4. O menor valor de pH observado no ensaio 3 (2,15) ocorreu
proximo das 70 h de fermentagdo, correspondendo ao maior valor de PG obtido entre as
cinéticas (10,92 U/g). No ensaio 4, a queda de pH coincidiu com o inicio do maximo

consumo de AR.

4.4.3 — VERIFICACAO DA INFLUENCIA DA UMIDADE INICIAL E CONCENTRACAQ DE
SULFATO DE AMONIO SOBRE AS ATIVIDADES ENZIMATICAS OBSERVADAS

Neste item, o objetivo ¢ observar a influéncia dos efeitos das variaveis
independentes (umidade e fonte de nitrogénio) sobre o processo fermentativo, utilizando a
metodologia de planejamento fatorial e analise de superficie de resposta.

Nas Tabelas 12 e 13 encontram-se os valores obtidos para as atividades
poligalacturonasica (PG) e pectinolitica (Pt), assim como as respectivas concentragdes de
sulfato de aménio (N) e umidades dos meios (U) observados na realizagdo dos ensaios que
compdem o plangjamento experimental fatorial. As atividades enzimaticas foram

observadas em intervalos de tempo de aproximadamente 15 e 8 h alternadamente.
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Tabela 12 - Atividade poligalacturondsica dos cnsaios realizados segundo planejamento

fatorial 2*

Tempo de fermentagdo (h)

Ensaio 75 23 315 47 s55 T 79
1 015 000 209 628 220 000 107
2 000 000 000 020 000 000 000
3 032 726 814 1031 838 1092 777
4 015 037 121 198 353 154 481
's 000 122 906 731 962 943 762
6 224 336 046 724 451 653 197
7" 000 170 28 0,19 706 736 159

Tabela 13 - Atividade pectinolitica dos ensaios realizados segundo planejamento fatorial 2

Tempo de fermentagéo (h)

Ensaio 7.5 23 315 47 55.5 71 79

1 0,00 0,00 0,15 0,04 0,00 0,00 0,00
2 0,00 000 000 000 000 000 000

3 0,00 078 122 398 38 528 308

4 0,03 0,12 045 155 2,69 194 262

5 000 092 523 11,10 493 397 523

6 002 000 544 043 339 110 075

7 000 016 08 087 920 1098 053

O maior valor de atividade poligalacturonasica (10,92 U/g) obtido foi encontrado
com ¢ cnsaio 3 (U = 50% b.u e N = 0,5%) as 71 h de fermentagiio. Para a atividade
pectinolitica, o maior valor encontrado (11 U/g) foi obtido com os ensaios 5 ¢ 7, sendo
estes pontos centrais, foram realizados com os mesmos niveis (U = 40% b.u ¢ N = 1,0%).
Porém, os picos de atividade pectinolitica foram encontrados com tempos diferentes de
fermentagfio (47 e 71 h, respectivamente). )

A partir das regressdes dos dados das atividades enzimaticas e das concentragdes
das variaveis observadas, construiram-se modelos de primeira ordem para representar esscs
dados com 95% de confianga. Os modelos observados para cada tempo de fermentagio

encontram-se nas Tabelas 14 ¢ 15, respectivamente para a atividade poligalacturonasica e
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pectinolitica.

Tabela 14 - Modelos empiricos para atividade poligalacturonasica em cada tempo de

. fermentagio

Modelos empiricos R* Fcal  TesteF
PG7,5=0,41 - 0,08N + 0,08U - 0,003NU 0,0126 0,013 0,000t
PG23=1,99-1,72N +1,91U - 1,72NU 0,9368 14,81 1,60
PG31,5=3.40 - 2.26N + 15,57U -1,2IN 04825 093 093
PG47=4,79 - 3.60N +1,45U - 0,56N 0,6477 1,84 0,20
PGSS5,5=5,04 - 1, 76N + 2,430 - 0,62NU 0,5223 1,09 0,12
PG71=5,11 - 2,53N + 3,120 - 2, 35NU 0,6652 1,99 0,21
PG79=3,55- 101N + 2 88U - 0,47NU 0,6235 1,66 0,18

Tabela 15 - Modelos empiricos para atividade pectinolitica em cada tempo de fermentagio

Modelos empiricos R’ F cal Teste F
Pt7,5= 0,008 + 0,008N + 0,008 + 0,008NU 0,7643 3,24 0,35
Pt23=0,22 - 0,17N + 0,23U - 0,17NU 0,4508 0,82 0,09
Pt31,5= 1,90 - 0,23N + 0,38N -0,15 NU 0,0260 0,026 0,003
Ptd7=2,57-0,62N + 1,37U - 0,60NU 0,1090 0,12 0,01
Pt55,5=3,43-0,28N + 1,63U - 0,28NU 0,1879 0,23 0,02
Pt71= 3,32 - 0,84N + 1,80U - 0,84NU 0,2027 0,25 0,03
Pt79= 1,74 - 0,12N + 1,42U - 0,12NU 0,3537 0,55 0,06

' Analisando os coeficientes das equagdes contidas nas Tabelas 14 ¢ 15, observa-se
que todos os cocticientes do termo que contém a influéncia da concentragéio do sulfato de
amdnio (N) apresentaram sinal negativo, com excegfio da atividade pectinolitica no tempo
de fermentagiio 7,5 h. Isto implica que esta varidvel possui efeito negativo sobre as
atividades enzimaticas observadas como resposta, ou seja, para se obter atividade
enzimélica maxima, dentro da faixa estudada, deve-se acrescentar ao meio baixas
concentragdes de sulfato de aménio. Para a influéncia da umidade tnicial do meio, observa-
se efeito contrario. Logo, para se ter alta atividade enzimatica, o meio deve ter alta

umidade, ja que o efeito dessa variavel apresenta influéncia positivo sobre as respostas
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observadas.

O valor do Teste I foi obtido dividindo-se o F calculado pelo F tabelado. O F
tabelado para 95% de confianga, com v; e v; iguais a 3, foi igual a 9,28. Sabe-se que o
valor de I ¢ uma medida da variagfio dos dados em relagdo & média. Geralmente, o valor
de F calculado deve ser de 4 a 5 vezes maior que o valor tabelado para que o modelo seja
preditivo em relagio aos resultados experimentais € para que os efeitos dos fatores
estimados sejam reais (DEY et al., 2001).

O teste I apresenta a razfo entre o I calculado e o F tabelado. Sempre que esta
relagdo for maior que | a regressdo ¢ estatisticamente significativa havendo relagfo entre
as varidveis independentes e dependentes (BOX & WELTZ, 1973). Para que uma
regressdo seja ndo apenas estatisticamente significativa, mas também datil para fins
preditivos, o valor da raz8o deve ser no minimo maior que quatro (BARROS NETOS et
al., 1996).

Em relagdo ao coeficiente de determinagdo, o maior valor possivel para R*é 1,0
que significa que, entre a curva e os pontos experimentais, no houve residuo algum e que
toda a variagdo em torno da média é explicada pela regressfo. Logo, quanto mais proximo
de 1 estiver o valor de R?, melhor tera sido o ajuste do modelo aos dados.

Assim, diante do exposto, observando as Tabelas 14 ¢ 15, tem-se que a equagio
que descreve a atividade poligalacturonasica &s 23 h de fermentagdio (Equagdo 22) é um
modelo estatisticamente significativo em relagiio aos dados experimentais, uma vez que a

razéo entre o F calculado e F tabelado foi mator que 1.
PG23=1,99-1,72N + 1,91U - 1,72NU (22)

Observa-se também que o coeficiente de determinagdio foi igual a 93,68%, o que
indica que a curva se ajusta de forma que hd pouco residuos, logo toda variagdo em torno
da média ¢ explicada pela regress#o.

Os termos em negrito (Equagdo 22) sdo significativos com 95% de confianga,
portanto, todos os coeficientes desta equagdo sdo significativos.

| A Tabela 16 apresenta a tabela da ANOVA para veriticagdo estatistica do modelo

dado pela Equagdo 22.
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Tabela 16 - Andlise de varidncia (ANOVA) para Equagdo 22: tempo de fermentagdo 23 he

atividade poligalacturondsica como resposta observada

Fonte de variagéo SQ GL MQ Teste F
Regressdo 38,29 3 12,76 14,81
Residuo 2,58 3 0,86

F. ajuste 0,06 1 0,06

Erro puro 2,53 2 1,26

Total 40,87 6 ---

%R’ 93,68

F tabgsy, 9,28

Construiu-se, entéio, a superficie de resposta (Figura 24) que indica o perfil da
curva que representa o efeito sinérgico da umidade inicial (U) e da concentragdo de sulfato

de aménio (N) no meio fermentativo sobre a atividade poligalacturondsica as 23 h de
fermentagdo (PG23).
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Figura 24 - Superficie de resposta para atividade poligalacturonasica as 23 h de

fermentagédo (PG23)

Para a superficie representada pela Figura 24, o maior pico calculado pelo modelo

(8,5 U/g) foi obtido nos niveis inferior da concentragdo de sulfato de aménio e superior
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para a umidade inicial do meio, confirmando assim o que foi discutido ao se analisar os
coeficientes dos termos que compdem os modelos obtidos para as atividades enzimdticas
observadas (Tabela 14 e 15).

Segundo MONTGOMERY (1997), em um planejamento fatorial 2* normalmente
ajusta-se um modelo de primeira ordem, porém, deve-se estar atento para a possibihidade
de que um modelo de segunda ordem seja mais apropnado. A adi¢fo de pontos centrais a
esse tipo de planejamento possibilita proteger uma possivel curvatura resultante do efeito
de um modelo de segunda ordem, e ainda permite uma estimativa independente de erros.

Assim, realizou-se a analise dos modelos obtidos, com excecdo do modelo
representado pela Equagio 22, considerando o efeito da curvatura no ponto central. Os
modelos obtidos encontram-se na Tabela 17 e 18, respectivamente para as atividades
poligalacturondsica e pectinolitica,

Tabela 17 - Modelos empiricos para atividade poligalacturonésica (PG) considerando

efeito da curvatura

Modelos empiricos R’ Fcal ‘TesteF

PG7,5= 0,15 - 0,59curv - 0,08N + 0,080 - 0,004NU  0,1629 0,10 0,005
PG31,5=2,16 + 1 26curv-2,26N + 1,82U-12INU 05158 053 0,03
PG47= 4,69 + 022curv - 3,60N + 1, 45U -0,56NU  0,6486 092 0,05
PG55,5= 3,53 + 3 54curv - 1,76N +2,34U - 0,66NU 08190 226 0,12
PG71=3,11 + 4,66curv - 2,35N + 3,12U - 2,35NU 09641 1344 0,70
PG79=3,41 + 0,31curv - 1,0IN + 2,881 - 0,47NU 0,6262 0,84 004
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Tabela 18- Modelos empiricos para atividade pectinolitica (Pt) considerando efeito da

curvatura

Modelos empiricos R’ Fcal TesteF

P{7,5= 0,008 - 0,002¢curv - 0,008N + 0,008U - 0,008NU  0,7698 1,67 0,09

Pe23= 0,23 + 0,13curv - 0,17N + 0,23U - 0,17NU 04836 047 0,02
Pt31,5= 0,46 + 3,37curv - 0,23N + 0,38U - 0,15NU 0,6001 075 0,04
Pt47= 1,39 + 2,74curv - 0,62N + 1,37U - 0,60NU 02429 0,16 001
P155,5= 1,63 + 4 21curv - 0,28N + 1,63U - 0,28NU 06969 1,15 0,06
Pt71= 1,81 + 3,55curv - 0,84N + 1,81U - 0,84NU 0,4373 039 0,02
Pt79= 1,43 + 0,74curv - 0,12N + 1,43U - 0,12NU 03944 033 0,02

O F tabelado para 95% de confianga, considerando a curvatura, com v, e v, tguais a
4 e 2, respectivamente, foi igual a 19,25, Com isso, os modelos ajustados mais uma vez
ndo se ajustaram aos dados expernimentais de forma que estes nio sdo estatisticamente
significativos, apesar dos valores dos coeficientes de regressdo de alguns modelos como,
por exemplo, os modelos para 55,5 e 71 h de fermentagdo para a atividade
poligalacturonasica, terem aumentado até valores proximos a unidade.

Os eteitos da concentraciio de sulfato de aménio e umidade inicial ndo se alteraram
com o acréscimo do termo referente a curvatura nos modelos. Assim, obteve-se mais uma
vez qque a concentragio de sulfato de amonio (N) possui efeito negativo e a umidade inicial
do meto possui efeito positivo.

Diante de¢ todas as analises acerca da utilizagfio do bagago seco do pedinculo de
caju, pode-se observar que, tendo em vista que as atividades poligalacturonasica e
pectinolitica maximas observadas foram de aproximadamente 11 U/g (4,4 U/ml), este
residuo pode ser usado como substrato na sintese desse tipo de enzimas de forma
promissora, comparando estes valores com trabalhos observados na literatura (TRINDADE

J
etal., 1996; DANIEL et al., 1996; SANTOS, 2007).
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!
4.4:4 — VERIFICACAO DA INFLUENCIA DA UMIDADE INICIAL £ DA CONCENTRACAO DE
SULFATO DE AMONIO SOBRE 0S PICOS DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS

Com os valores dos picos das atividades enzimaticas, fez-se a andlise segundo os
preccitos do planejamento fatorial. Assim, observaram-se quais os maiores valores de
atividades poligalacturondsica e pectinolitica para cada ensaio realizado. As analises foram
realizadas como descrito no item 3.7 deste trabalho. Com isso, tcm-se um rcforgo no
indicativo do efeito sinérgico da umidade inicial e da concentragfo de sulfato de amoénio no
meio.

Nas Tabelas 19 e 20 encontram-se 0s ensaios, os niveis codificados dos pardmetros
concentragdo de sulfato de amdnio (N) e umidade inicial (U), os valotes dos picos da
atividade poligalacturonasica (PPG) e da atividade pectinolitica (PPt), assim, como os

tempos de fermentagfio (t) em que estes picos foram observados.

Tabela 19 - Picos da atividade poligalacturonasica segundo planejamento experimental

fatorial 2°
Ensaio N U PPG t (h)
1 o -1 6,28 47
2 +1 -1 0,20 47
3 -1 +1 10,92 71
4 +1 +1 481 79
5 9,62 55,5
6 724 47
7 7,36 71
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Tabela 20 - Picos da atividade pectinolitica segundo planejamento experimental fatorial 2°

Ensaio N u PPt th)
e 5] T 0,15 315
5 +1 -1 0,00
3 1 +1 528 71
A +1 +1 2,69 55,5
S 11,10 47
. 5,44 31,5
; 10,98 71

Na Tabela 19, observa-se que os maiores valores de PPG foram obtidos a partir de
47 h de fermentagdo. Ja na Tabela 20, observa-se que os valores de PPt foram obtidos a
partir de 31,5 h até 71 h de fermentacéo.

Com esses dados, obtiveram-se modelos lincares com 90% de confianga. Estes
modelos encontram-se na Tabela 21. Além dos model'os, nessa tabela pode-se encontrar
também o coeficiente de determinagio R% o F calculado e o Teste F (razdo entre F

calculado e F tabelado).

Tabela 21 - Modelos empiricos para os picos das atividades poligalacturonasica (PPG) e

pectinolitica (PPt)

Modelos empiricos R? F cal Teste F
PPG= 6,63 - 3,05N + 2 31U - 0,008NU 0,8016 4.04 0,75
PPt=5,09-0,69N + 196U - 0,61NU 0,1468 0,17 0,03

Os modelos empiricos foram obtidos com 90% de confianga. O F tabelado for igual
a 5,39. Como a razfio entre o F calculado e o F tabelado mostra valores muito baixos,
menores do que 1, nenhum dos modelos ajustou-se aos dados experimentais.

Observando os termos das variaveis independentes (N e U), confirma-se o efeito
negativo da concentracfio de sulfato de amoénio e o efetto positivo da umidade inicial do
meio sobre as respostas.

SANTOS (2007), que utilizou bagago seco do pedunculo do caju como meto,
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obteve modelos estatisticamente significativos que mostraram efeito negativo da umidade
inicial e efeito positivo da concentragdo de sulfato de amonio sobre a atividade
poligalacturonasica ¢ sobre a redugio da viscosidade, como medida da attvidade
pectinolitica, contrariando o resultado obtido neste trabalho. A caracterizagdo fisico-
quimica feita por esse autor tem como resultado uma concentragiio de proteina igual a
6,83%, valor quase duas vezes infenor ao valor encontrado para o residuo utilizado nesse
trabalho (11,5%). Assim, a influéncia negativa da concentragio de sulfato de amoénio
observada neste trabatho pode ter ocorrido porque a adigio de uma fonte de nitrogénio,
devido 4 alta concentrag@o de proteina, tenha saturado o microrganismo de forma a imbir a
produgdo de enzimas.

Realizou-se a analise dos imodelos para os dados dos picos das atividades
enzimaticas observadas, porém, considerando o efeito da curvatura no ponto central. Os

modelos obtidos encontram-se na Tabela 22.

Tabela 22 - Modclos empiricos para os picos das atividades poligalacturonasica (PPG) e

pectinolitica (PPt) considerando efeito da curvatura

Modelos empiricos R’ Fcal TesteF
PPG=5,55 + 2,52curv - 3,05N + 2,31U - 0,008NU 0,9507 9,64 1,04
PPt=2,03 + 7,14curv - 0,69N + 1 96U - 0,6 INU 0,8354 254 0,27

O F tabelado para 90% de confianga, com v, e v, iguais a 4 ¢ 2, respectivamente,
foi igual a 9,24. O modelo empirico para o pico da atividade poligalacturonasica (PPG),
considerando a curvatura, se ajustoun de forma que este € estatisticamente significativo aos
dados experimentais. J4 o modelo para o pico da atividade pectinolitica (PPt), também
considerando a curvatura, nfio se ajustou aos dados experimentais uma vez que o Teste F
foi inferiora 1.

A Equagdo 23 descreve o modelo estatisticamente significative do pico da
atividade poligalacturonasica (PPG), ja que a razdo entre o F calculado ¢ F tabelado foi

iguala 1.

PPG= 5,55 + 2,52curv - 3,05N + 2,31 - 0,008NU (23)
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O coeficiente de determinagdo foi igual a 95%, o que mostra que a curva se ajusta
de forma que ha pouco residuos, logo toda variagdo em torno da média ¢ explicada pela
regressdo. Os termos em negrito na Equagdo 23 sdo significativos com 90% de confianga.

A Tabela 23 apresenta os dados referentes a ANOVA para verificagdo estatistica do
modelo dado pela Equagdo 23.

Tabela 23 - Analise de varidncia (ANOVA) para Equagdo 23: pico da atividade

poligalacturonasica
Fonte de variagdo SQ GL MQ Teste F
Regressdo 69,43 4 17,36 9,64
Residuo 3,60 2 1,80
Erro puro 3,60 2 1,80
Total 73,03 6
%R’ 95,07
F tabogy, 9,24

A Figura 25 representa a superficie de resposta para o pico da atividade
poligalacturondsica em fungdo da concentragdo de sulfato de amdnio (N) e da umidade

inicial (U) no meio fermentativo.

Figura 25 - Superficie de resposta para o pico da atividade poligalacturonasica (PPG)
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Para a superficie representada pela Figura 25, o maior pico calculado pelo modelo
(12 U/g) foi obtido nos niveis inferior da concentragdo de sulfato de amdnio e superior
para a umidade inicial do meio, confirmando resultado do item 4.4.3.

De modo geral, o melhor ajuste do modelo considerando uma curvatura implica que
o modelo de primeira ordem ndo se ajusta aos dados experimentais. Para se obter um
modelo mais complexo, deve ser realizada uma ampliagdo no planejamento fatorial de
forma a se realizar uma configuragdo estrela, acrescentando assim mais experimentos
(pontos axiais). Contudo, sendo a proposta desse trabalho a verificagido da influéncia, com
os resultados obtidos pode-se ter uma indicagdo do comportamento fenomenolédgico, assim

como foi descrito.
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CAPITULOS

CONCLUSOES
Mediante os resultados obtidos pode-se concluir que:

A caracterizagio fisico-quimica do bagago seco do pedunculo do caju indica a
necessidade do ajuste das concentragdes de agucares redutores e pectina. No entanto,

conduziu-se o processo fermentativo de forma satisfatoria sem o ajuste de tais pardmetros.

As isotermas de adsor¢fio do pedinculo seco do caju sfo do tipo IL Os modelos
aplicados ajustam-se bem aos dados experimentais, sendo o modelo de GAB o que melhor

representa estes dados em todas as temperaturas estudadas.

As isotermas de adsor¢do indicam que para produgiio de pectinases, utilizando
como microrganismo o Aspergillus niger ¢ como substrato o pedinculo de caju
previamente seco, a umidade inicial do substrato deve ser ajustada para valores acima de

35% b.s, sendo confirmado com a realizagiio do processd fermentativo semi-solido.

- Os valores da umidade na monocamada molecular apresentam tendéncia de
aumento com 0 aumento da temperatura € 0s valores do calor isostérico aumentam com o

aumento da umtdade de equilibrio do material.

Constata-se imbigo das atividades pectinolitica e poligalacturonasica pela presenga

do sulfato de amdnio no meio de cultivo com concentragdes a partir de 1,5% (p/p).

A atividade poligalacturonasica maxima foi obtida com atividade de 4gua no meio
entre 0,99 ¢ 1,00 e a atividade pectinolitica maxima foi obtida com atividade de agua

acima de 0,99.

Os maiores valores de atividade poligalacturonasica (11 U/g) dar-se com umidade

inicial de 50% b.u e 0,5% (p/p) de sulfato de amdnio no meio e para atividade pectinolitica
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(11 U/g) sob as condigdes de 40% b.u de umidade e 1,0% (p/p) da fonte de nitrogénio.

A concentragdo de sulfato de amdnio influencia de forma negativa as atividades

enzimaticas, enquanto a umidade inicial influencia de forma positiva essas respostas.

Com 95% de confianga, o modelo obtido que descreve o comportamento da
atividade poligalacturonasica as 23 h de fermentagdo em relagdo as varidveis (umidade

inicial e concentragdo de sulfato de amonio no meio) ¢ estatisticamente significativo.

Com 90% de confianga e considerando curvatura no ponto central, 0 modelo obtido
que descreve o comportamento do pico da atividade poligalacturonasica em relagdo as
variaveis (umidade inicial e concentragfo de sulfato de aménio no meio) ¢ estatisticamente
significativo.

i As andlises acerca da utilizagdio do bagago seco do pedunculo de caju e sua
utilizagdo em processo de fermentagdo semi-solida, conclui-se que este residuo é uma

fonte promissora para produgdo de pectinases.
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Anexo A

Dados de construcio das isotermas



Tabela A.1 — Pesagem a cada 24horas das amostras a 25 + 1°C

Massa

Sais inicial(g) 19 pesagem 2% pesagem 3° pesagem  4° pesugem 3° pesagem G°pesagem  7°pesagem  &8° pesagem

R, K(C,H30;) 1,0092 1,0180 1,0157 1,0147 1,0150 — — - _—
R;K(C;H;0-) 0,9931 0,9995 0,9999 -—- --- --- —- - -
R3K{(C,H30;) 0,9724 0,9778 0,9772 --- - . - — ——
R;MgCl; 0,9698 0,9844 0,9846 - - - -— -— —
R:MgCl 0,9452 0,9912 0,9905 --- - — — — -—
R:MgCl, 1,0076 1,0219 1,0215 --- - -—- - — -
RiK,CO; 0,9954 1,0256 1,0263 - --- —- an— — —
R:K,CO;4 1,0316 1,0618 1,0632 1,0644 1,0641 — — — —
R:K,CO3 0,9784 1,0042 1,0062 1,0076 1,0057 1,0070 1,0075 -— —
R;NaBr 0,9963 1,0537 1,0555 1,0562 - — - — —
RoNaBr 0,9960 1,0558 1,0578 1,0574 -— - — — —_
R;NaBr 1,045 1,1048 1,1104 1,1089 1,1105 -— - —_ —
RNaCl 1,0296 1,1653 1,1781 1,1777 - —_ — — —
R;NaCl 0,9968 1,1264 1,1359 1,1368 - - -- - —
R;NaCl 0,9914 1,1153 1,1273 1,1269 - -— - — —

RKCl 0,9765 1,1570 1,1777 1,1782 1,1886 1,1863 1,1852 1,1920 1,1921

R:KCl 0,9919 1,1726 1,1940 1,2020 1,2059 1,2022 1,2039 1,2102 1,2105

R;KCl 1,0011 1,1797 1,2015 1,2140 1,2166 1,2138 1,2132 — -—-




Tabela A.2 — Massas no equilibrio (Me), massa seca (Ms), massa de 2gua (Ma) ¢ umidade

no equilibrio (xeq) para cada cadinho na temperatura de 25 + 1°C

Suis Me (g) Ms (g) Ma (g) xeq (% b.s)

R K(C>H;0;) 1,01485 0,9605 0,05435 5,66
R:K(C,H;0,) 0,9997 0,9444 0,0553 5,86
R;K(C,H30,) 0,9775 0,9244 0,5310 5,74
R;MgCl, 0,9845 0,9178 0,0667 727
RyMgCl, 0,99085 0,6244 0,6645 7,19
RsMgCl 1,0217 0,9537 . 0,0680 7,13
R;K,CO; 1,02595 0,9406 0,08535 9,07

' R:K,CO; 1,06425 0,9743 0,08995 9,23
R3K,CO; 1,00725 0,9214 0,08585 9,32
R NaBr 1,05585 0,9399 0,11595 12,34
R;NaBr . 1,0576 0,9451 0,1125 11,90
R3NaBr 1,1105 0,9888 0,1217 12,31
R,NaCl 1,1779 0,9727 0,2052 21,10
'R;NaCl 1,13635 0,9411 0,19525 20,75
R3NaCl 1,1271 0,9359 0,1912 20,43
RiKCl 1,19205 0,9225 0,26955 29,22
R:KCI 1,21035 0,9316 0,27875 29,92

- RsKClI 12135 0,9399 0,2736 29,11

Tabela A3 — Atividade de dgua (aw), umidade de equilibrio médio (;e;q ), desvio padrio

(o) e coeficiente de variagdo (cv)a 25+ 1°C

Sais aw xeq * o (%) cv (%)
K(CaHh0,) 0.23 5.75 £ 0,10 175
MgCl, 0,33 7,20 0,07 0,98
K,COs 0.43 921+0,13 137
NaBr 0,57 12,18 £ 0,25 2,02
NaCl 0,75 2076+034 - 16l

KCl 0,86 29,42 + 0,44 1,49




Tabela A.4 — Pesagem a cada 24horas das amostras a 30 + 1°C

Massa

Sais —_— 1% pesagem 2% pesagem 3° pesagem  4° pesagem 5° pesagem 6°pesagem  7°pesagem
R;K(C,H;0;) 1,0259 1,0237 1,0228 1,0216 - --- --- ---
R,K(C,H;0;) 1,0457 1,0486 1,0455 1,0445 --- --- --- ---
R:K(C,H;0,) 1,0009 1,0039 0,9993 0,9992 --- -—- --- -—-

RMgCl, 1,0297 1,0436 1,0457 1,0452 - -—- --- ---
RoMgCl, 1,0293 1,0441 1,0452 1,0458 --- --- - -—-
R3;MgCl, 1,0209 1,0361 1,0354 --- --- --- --- -—-
R,K,CO;5 1,0081 1,0418 1,0435 1,0422 1,0439 1,0434 - -
R;K>CO; 1,0120 1,0435 1,0457 1,0459 --- - --- -
R3K,CO4 1,0073 1,0408 1,0430 1,0425 --- --- - ---
R;NaBr 1,0233 1,0747 1,0770 1,0787 1,0782 --- --- ---
R;NaBr 1,0237 1,0777 1,0795 1,0799 -—- --- --- -
R;NaBr 1,0046 1,0552 1,0571 1,0578 --- --- --- --
R;NaCl 1,0213 1,1560 1,1629 1,1667 1,1627 1,1650 1,1649 ---
R;NaCl 1,0214 1,1545 1,1634 1,1633 --- --- --- ---
R;NaCl 1,0104 . 1,1418 1,1502 1,1507 --- --- --- ---
R,;KCl 1,0307 1,2255 1,2449 1,2440 --- --- --- -
R,KCl 1,0232 1,2182 1,2382 1,2354 1,2462 1,2388 1,2389 ---
R;KCl 1,0094 1,1950 1,2101 1,2119 1,2176 1,2155 1,2125 1,2129




Tabela A.5 - Massas no equilibrio (Me), massa seca (Ms), massa de agua (Ma) e umidade

no cquilibrio (xeq) para cada cadinho na temperatura de 30 + 1°C

Sais Me (g) Ms (g) Mua (g) xeq (% b.s)

R K(C:H;0,) 1,02325 0,9706 0,05265 542
Rme(Cz_H302) 1,0450 0,9893 0,0557 5,63
R3K(C;H303) 0,99925 0,9528 0,04645 4,88
R MgCl, 1,04545 0,9774 0,06805 6,96
RoMeCl, 1,0455 0,9760 0,0695 7,12
RsMgCl, 1,03575 0,9661 0,06965 7.21
R1K,COs 1,04365 0,9575 0,08615 9,00
R,K12CO3 1,0458 0,9566 0,0892 9,32
R3KHCOy 1,04275 0,9538 0,08895 9,33

R NaBr 1,07845 0,9621 0,11635 12,09

R,NaBr 1,0797 0,9663 0,01134 11,74

R;NaBr 1,05745 0,9486 0,10885 11,47

R NaCi 1,16495 0,9620 0,20295 21,10

R,NaCl 1,16335 0,9636 0,19975 20,73

R;NaCl 1,15045 0,9538 0,19665 20,62

R;KCI 1,24445 0,9740 0,27045 27,77
R,KCI 1,23885 0,9655 0,27335 28,31

" R4KCl 12127 0,9492 0,2635 27,76

Tabela A.6 — Atividade de dgua (aw), umidade de equilibrio médio (;c_] ), desvio padrdo

(o) e coeficiente de variagdo (cv)a 30 £ 1°C

Sais aw ;f?ci *+ 5 (%) ey (%)
K(C,H;0,) 0,23 5,31 +0,39 7.29
MgCl, 0,32 7,10+ 0,13 1,78
K.CO;4 0,42 9,22+0,19 2,04
NaBr 0,57 11,77+ 0,31 2,64
NaCl 0,75 20,82+ 0,25 1,21

KCl 0,84 27,95 +0.31 1,26




Tabela A.7 — Pesagem a cada 24 horas das amostras a 35+ 1°C

, Massa a a o 40 so p a
Sats inicial(g) [°%pesagem 2% pesagem 3°pesagem  4° pesagem 5° pesagem 0°pesagem 7°pesagem

R{K(C;H10s) 1,0081 1,0105 1,0105 --- ~-- -—- -~ ~--
RyK(C-H:0;) 1,0183 1,1099 1,0193 --- --- --- --- ---
R:3K(C:H:01) 0.9927 0,9946 0,9946 --- --- --- --- ---
RiMgCl, 1,0082 1,06196 1,0205 --- - - --- -
RoMgCly 1,0196 1,0298 1,0302 - --- e -- -
RsMgCl, 1,0168 1,0268 1,0271 --- --- - --- ---
R1K.COs 1,0049 1,0353 1,0364 1,0373 --- ~-e --- -
R2K,CO;3 1,0193 1,0504 1,0524 1,0526 - --- -~ -
R3K2CO;3 0,9999 1,0293 1,0300 --- --- - - ---
RiNaBr 0,9947 1,0498 1,0492 --- --- --- --- -
R:NaBr 1,0198 1,0717 1,0719 - - - --- .-
R;NaBr 1,0212 1,0732 1,0749 1,0747 - ~-- - -
RiNaCl 0,0141 1,1467 1,1576 1,1521 1,1551 1,1556 -—- =
R:NaCl 1,0026 1,1379 1,1478 1,1400 1,1446 1,1450 -~ -
R;NaCli 0,9979 1,1299 1,1450 1,1400 J1,1353 1,1349 ~e- ---
R, KCl 1,0189 1,2067 1,2243 1,2278 1,2275 --- - -

R.KCl 0,9979 1,1748 1,1887 1,1909 1,1809 1,1949 1,1935 1,1934

R;KCl 1,0023 1,1854 1,1986 1,2007 1,2012 --- --—- —




Tabela A.8 -- Massas no equilibrio (Me), massa seca (Ms), massa de 4gua (Ma) ¢ umdade

no equilibrio (xeq) para cada cadinho na temperatura de 35 + 1°C

Sais Me (g) Ms (g) Ma (g) xeq (% b.s)
RIK(CH30,) 1,0105 (0,9344 0,0761 8,14
R.K(CyH303) 1,0196 0,9383 0,0813 8,66
R3K(C;H;0;} 00,9946 0,9188 0,0758 8,25

R MgCl, 1,02005 0,9330 0,08705 9,33
R,MgCl;, 1,0300 0,9422 0,0878 9,32
R;MgCl, 1,02695 0,9308 0,09615 10,33
R{K>COs 1,03685 0,9330 (,10385 11,13
R:K,COs 1,0525 0,9378 0,1147 12,23
R3K,CO;3 1,02965 0,9267 0,10295 11,11
RNaBr 1,0495 0,9248 0,1247 13,48
R,NaBr 1,0718 0,9412 0,1306 13,88
R;NaBr 1,0748 0,9465 0,1283 13,56
R NaCl 1,15535 0,9374 0,21795 23,25
R;NaCl 1,1448 0,9278 0,2170 2399
RiNaCl 1,1351 0,9232 0,2119 22,95
R KCI 1,22765 0,9401 0,28755 30,59
R,KCI 1,19345 0,9201 0,27335 29,71
R;KCl 1,20095 0,9197 0,28125 30,58

Tabela A.9 — Atividade de agua (aw), umidade de equilibrio médio (;e_q ), desvio padrio

(o) e coeficiente de vanagio (cv)a 35 £ 1°C

Sais aw xeq * o (%) cv (%)
K(Cal1302) 0,23 8,35+ 0,27 3,28
MgCl, 0,32 9,66 + 0,58 6,01
| K2CO; 0,41 11,49 + 0,64 5,77
' NaBr 0,57 13,64 + 0,21 1,55
' NaCl 0,75 23,20 + 0,22 0,97

KCt 0,85 30,29 + 0,51 1,67




+ + Tabela A.10 — Pesagem a cada 24 horas das amostras a 40 + 1°C

Sais iii?;;%) 1“pesagem 2% pesagem 3°pesagem  4° pesagem 3° pesagem 6°pesagem  7°pesagem  8°pesagem
RK(C,H:O) 0,9997 0.9977 0,9952 0,9951 --- --- -—- - -
R;K(C,H105) 0,9924 0,9919 0,9770 0,9749 0,9746 --- --- - ---
RiK(C;HA03) 0,9990 0,9979 0,9953 0,9940 0,9936 --- - - e

R;MgCl» 0,9974 0,9986 0,9977 - --- - - -- -
R,MgCl, 1,0047 1,0084 1,0077 -en --- --- — - -
R3MgCl; 1,0075 1,0114 1,0105 1,0096 --- --- - - -—
RiK,COs 0,9966 1,0196 1,0184 1,0176 --- --- - - -
R,K,CO; 1,0080 1,0295 1,0283 1,0280 e - — --- —
R;K,CO3 0,9958 1,0164 1,0160 --- --- --- — - -—-
R;NaBr 1,0106 1,0532 1,0490 1,0466 1,0491 1,0488 - - —
R:;NaBr 1,0121 1,0546 1,0506 1,0484 1,0502 1,0494 - -- -
RiNaBr 1,0103 1,0515 1,0467 1,0452 1,0460 --- —_ - -
RiNa(Cl 1,0109 1,1368 1,1155 1,1119 1,1255 1,1251 - - -—
RyNaCl 1,0042 1,1301 1,1114 1,1077 1,1203 1,1210 - —- -
Rs;NaCl 0,9984 1,1215 1,1006 1,0984 1,1102 1,1096 — ~—- o=
R;KCl 1,0026 1,1792 1,1617 1,1502 1,1683 1,1809 1,1786 1,1744 1,1786
R:KCl1 0,9974 1,1744 1,1596 1,1474 1,1630 1,1805 1,1791 1,1805 -—-
R3KCl 1,0042 1,1867 1,1651 1,1551 1,1720 1,1819 1,1817 --- ---




Tabela A.11 - Massas no equilibrio (Me), massa seca (Ms), massa de dgua (Ma) ¢ umidade

no equilibrio (xeq) para cada cadinho na temperatura de 40 £ 1°C

Sais Me (g} Ms (g) Mua (g) xeq (% b.s)

R K(C3H;03) 0,99515 0.9246 0.07055 7.63
R,K(CH;00) 0,97475 0,9088 0,06595 7.26
R3K(C3H302) 0,9938 0,9275 0,0663 7.15
RMeCl, 0,99815 0,9179 0,08025 8,74
R,MgCl, 1,00805 0,9219 0,08615 9.34
R;MgCl, 1,01005 0,9263 0,08375 9,04
R KxCOs 1,0180 0,9188 0,0992 10,80
R,K,CO; 1,02815 0,9288 0,09935 10,70
R3K,CO; 1,0162 09142 0,1020 11,16
R;NaBr 1,04895 0,9296 011935 12.85
R;NaBr 1,0498 0,9277 01221 13,16
R;NaBr 1,0456 0,9259 0,1197 12,93

R NaCl 1,1253 0,9226 0,2027 21,97
R,NaCl 1,12065 0,9173 " 020335 22,17

' RyNaCl 1,1099 0,9140 0,1959 21,44
‘RKCI 1,786 0.9186 0.2600 2830
RKC 1,1805 0,9167 0,2638 28,78
RiKCl 1,1818 0,9253 0.2565 27.72

Tabela A.12 — Atividade de dgua (aw), umidade de equilibrio médio (Ei ), desvio padrdo

(o) e coeficiente de variagdio (cv) a 40 + 1°C

Sais aw xe&l + o (%) v (%4)
K(C,H10,) 0,23 7.35+0,25 3,42
MgCl, 0,31 9,04 + 0,30 3,32
K>CO; 0,40 11,16 £ 0,24 2,17
NaBr 0,57 12,98 + 0,16 1,24
NaCl 0,75 21,86 +£0,38 1,73

KCl (1,83 28,271 0,53 1,88




Anexo B

Dados dos ensaios preliminares realizados
para determinacio dos niveis do

planejamento fatorial 2*



Tabela B.1 - Ensaio com 0% de sulfato de amdonio no meio de cultivo

AR (g
Umidade aglcares/g
t (h) (%b.u) pH amostra) Pg (U/g)
0 36,1 4,01 27,0 0
8 37,8 4,01 *21.4 0
23 37,2 3,95 13,9 0
32 39,3 3,7 13,5 1,69
47 41,5 2,89 11,9 2,96
56 39,9 2,77 59 3.1
72 40,9 2,89 3.5 2,06
80 42,7 2,78 33 0,98
95 39,4 2,85 24 1,40

Tabela B.2 - Ensaio com 1% de sulfato de amdnio no meio de cultivo

AR (g
Umidade agucares/g

t (h) (%b.u) pH amostra) Pg (U/g)

0 42,0 3,93 25,8 0

7 40,3 3,88 19,1 1,69
22 38,1 3,66 18,8 4,92
30 37,8 3,33 18,2 15,95
46 40,8 2,76 37 4,65
55 39,4 2,61 27 1,81
71 411 2,73 21 0,14




Tabela B.3 - Ensaio com 2% de sulfato de amd6nio no meio de cultivo

AR (g
Umidade aglcares/g
t(h) (%b.u) pH amostra) Pg (U/g)
0 421 4.1 26,6 0
55 426 4,01 258 0,17
15 42 .4 3,96 27,7 1,44
23 425 3,24 27,2 2,31
39 423 3,32 235 2,51
47 42 1 3,36 19,7 6,77
63 423 2,01 23 4,07

Tabela B.4 - Ensaio com 3% de sulfato de amdnio no meio de cultivo

AR (g
Umidade aclcares/g

t (h) (%b.u) pH amostra) Pg (U/g)

0 45,5 3,76 250 0
55 446 3,94 221 0

15 43,4 3,91 22,0 2,34
23 42 4 3,28 22,9 0

39 42,1 3,52 22,4 0,07
47 39,5 3,47 232 0

63 38,9 2,79 15,4 0




Anexo C

Dados dos ensaios realizados para o

planejamento fatorial 2*



Tabela C.1 - Ensaio 1 (N =0,5% e U = 30%): tempo de fermentagdo, umidade do meio,
atividade de agua (aw), pH, aguicares redutores (AR), atividade poligalacturondsica (Pg) e

atividade pectinolitica (Pt)

AR (g
Umidade acucares/g

t (h) (%b.u) aw pH amostra) Pg(U/g) Pt(U/g)

0 33,3 0,95 3,39 20,23 0 0

7,45 32 0,94 3,31 18,7 0,151 0

22,95 30,4 0,93 3,34 16,43 0 0
31,45 29,6 0,923 3,31 21,4 2,09 0,1545

46,95 29,1 0,92 3,33 211 6,28 0,040

' 55,45 30,5 0,93 3,3 18,84 2,2 0

i 70,95 243 0,87 3,31 20,57 0 0

78,95 248 0,876 3,31 22,72 1,07 0

Tabela C.2 - Ensaio 2 (N = 1,5% e U = 30%): tempo de fermentagdo, umidade do meio,
atividade de agua (aw), pH, agtcares redutores (AR), atividade poligalacturonasica (Pg) e

atividade pectinolitica (Pt)

. AR (g
Umidade )
t (h) aw pH acgucares/g Pg(U/g) Pt (Ulg)
(%b.u)
amostra)

0 31,8 0,94 3.3 18,71 0 0
7,28 351 0,96 3,24 17,68 0 0
2278 322 0,942 3,24 17,14 0 0
31,28 336 0,95 3,26 18,34 0 0
46,78 326 0,945 3,24 10,62 0,195 0
55,28 31 0,933 3,25 13,93 0 0
70,78 29,6 0,923 3.23 13,28 0 0
79,28 285 0,913 3,21 13,44 0 0

e —— .
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Tabela C.3 - Ensaio 3 (N = 0,5% e U = 50%): tempo de fermentagdo, umidade do meio,
atividade de dgua (aw), pH, agticares redutores (AR), atividade poligalacturonasica (Pg) e

atividade pectinolitica (Pt)

AR (g
Umidade .
t(h) aw pH acucares/g Pg(U/lg) Pt (U/g)
(%b.u)
amostra)

- 0 48 1,017 3,38 14,74 0 0
7,93 48,1 1,017 3,31 13,83 0,317 0
23,43 51,2 1,026 3,01 14,35 7,26 0,782
31,93 50,7 1,025 2,98 14,63 8,14 1,22
47,43 42,3 0,996 2,79 13,21 10,31 3,98
55,93 69,12 1,06 27 4,83 8,38 3,82
71,43 43,6 1 2,15 4,18 10,92 5,28
79,93 47,8 1,016 2,91 3,02 7,77 3,08

* visualizacdo de fungos

Tabela C.4 - Ensaio 4 (N = 1,5% e U = 50%): tempo de fermentagio, umidade do meio,
atividade de agua (aw), pH, agucares redutores (AR), atividade poligalacturonasica (Pg) e

atividade pectinolitica (Pt)

: AR (g
Umidade )
t (h) aw pH acucares/g Pg (U/g) Pt (U/g)
(%b.u)
amostra)
0 50,4 1,024 3,46 15,19 0 0

7,45 491 1,02 3.4 11,62 0,151 0,0335
22,95 47 1,013 3,4 12,51 0,371 0,1215
31,45 47,6 1,015 3,39 16,06 1,21 0,4495

46,95 42,5 0,997 3,32 15,51 1,98 1,55

55,45 67,1 1,043 2,81 2,23 3,53 2,69

' 7095 454 1,008 2,81 2,97 1,54 1,94

78,95 46,2 1,0108 2,81 5,62 4,81 2,62

* visualizacdo de fungos



Tabela C.5 - Ensaio 5 (N = 1,0% e U = 40%): tempo de fermentagio, umidade do meio,
atividade de dgua (aw), pH, agtcares redutores (AR), atividade poligalacturonasica (Pg) ¢

atividade pectinolitica (Pt)

. AR (g
Umidade
t (h) aw pH acucares/lg Pg (U/g) Pt(U/g)
(%b.u)
amostra)
0 41,3 0,99 3,23 16,4 0 0
7,28 44,4 1,00 3,21 16,6 0 0
22,78 443 1,00 3,17 16,7 1,22 0,92
31,28 43,2 1,00 3,11 13,2 9,06 5,23
46,78 416 0,99 2,85 11,6 7.31 11,10
55,28 46,4 1,01 2,82 22 9,62 4,93
70,78 394 0,98 2,76 43 9,43 3,97
79,28 48,3 1,02 2,72 44 7,26 523

* visualizagio de fungos

Tabela C.6 - Ensaio 6 (N = 1,0% e U = 40%): tempo de fermentacio, umidade do meio,
atividade de agua (aw), pH, aguicares redutores (AR), atividade poligalacturonasica (Pg) e

atividade pectinolitica (Pt)

. AR (g
Umidade ) .
t(h) aw pH acucares/g Pg (U/g) Pt(U/g)
(%b.u)
amostra)

0 40,1 0,99 3,41 18,4 0 0
- 7,93 43,1 1,00 3,38 17,9 2,24 0,02

23,43 432 1,00 3,13 151 3,36 0
31,93 44 1 1,00 3,07 17,8 0,46 0,54
47,43 40,6 0,99 3,13 19,7 7,24 0,43
55,93 42 4 1,00 3,03 15,9 4,51 3,39
71,43 38,7 0,98 3,1 16,7 6,53 1,10
79,93 36,9 0,97 3,27 173 1,97 0,75

* visualizagdo de fungos



Tabela C.7 - Ensaio 7 (N = 1,0% e U = 40%): tempo de fermentag¢do, umidade do meio,
atividade de dgua (aw), pH, agtcares redutores (AR), atividade poligalacturondsica (Pg) e

atividade pectinolitica (Pt)

, , AR (g
Umidade .
t (h) aw pH acucares/g Pg (U/g) Pt (U/g)
(%b.u)
amostra)
0 42,2 1,00 3,25 14,7 0 0

7.15 451 1,01 3,13 8,1 0 0
23,07 41,7 0,99 3,15 14,5 1,70 0,16
31,07 40,2 0,99 3,10 12,5 2,83 0,82
46,69 35,0 0,96 3,05 16,3 0,19 0,87
55,17 39,4 0,98 29 12,9 7,06 9,20
70,69 31,4 0,94 2,95 17,0 7,36 10,98
78,57 31,1 0,93 2,97 17,8 1,59 0,53

* visualizacfio de fungos



Anexo D

Exemplos de cilculo



D.1 — Concentragdo de agucares redutores (AR)

Pados experimentais:
m = 0,5080 g

V =200 mL
f=2,1356

ABS =0,174

ABSxfxV 0,174x2,1356x 200 mL
mx10 0,5080gx10

AR(g/g) = =14,63¢/g

D.2 - Concentragdo de agticares redutores totais (ART)

Dados experimentais:

m=0,5059¢g

V=100mL

fd =5 (1 mL diluigdo + 1 mL HCL + 3 mL NaOH)
f=1,4762

ABS =0,164

ABSxfxfdxV 0,164x1,4762x5x100 mL

ART(g/g) =
(&'e) mx10 0,5059g %10

=23,93¢g/g

D.3 - Atividade pectinolitica (Pt)

Dados experimentais:
~ Para 1 mL de enzima acrescentada a solugdo de pectina:
t(s) — Branco (Br) = 156,70 s
t(s) — Amostra (A1) = 68,75 s

vy, = constx t(s) = 0,03338 mmZ, x156,705 = 5,23mm’/

v,, = constx t(s) = 0,03338 mmZz x68,75s = 2,20 mm’/

Red, (%) =| 2B~ VA | %100 = 323229 1,100 = 56,21%
‘ v 5,23
Br

3



Para 0,5 mL de enzima acrescentada a solugdo de pectina:
t(s) - Branco (Br) = 171,24 s
t(s) — Amostra (A1) =103,22 s

vy, = constx t(s) = 0,03338 mm% x171,24s =5 72mm’/

V., = constx t(s) = 0,03338 mm752 x103,225 =3 45mm’/

Red, (%) =| 2= |, 100 = 27223451, 100 = 30,69%
¢ v 3,45
B

is 2

OSmL—>3960%

V,, - 50,00% B B L w0,
50%-56,21%  39,69% —56.21%

I1mL —> 56,21%

Pt(U/g) = ——x2,5= —

——x2,5=3,08U/g
Vs 0,8120 mL



