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RESUMO

Este trabalho objetiva estimar o efeito da umidade inicial e da temperatura de
incubacado na producao de celulase (CMCase) por meio da fermentacao em estado
sélido utilizando um isolado fungico, denominado F1C3, que foi obtido a partir de um
processo de compostagem, tendo mesocarpo de coco verde triturado como substrato.
O estudo da producao de CMCase foi realizado utilizando planejamento experimental
fatorial 22 com triplicata no ponto central e a analise estatistica foi realizada com o
programa computacional Statistica TM. O mesocarpo de coco verde triturado lavado
inoculado com o Fungo F1C3 foi avaliado quanto a produgao de celulase com teores
de umidade iniciais de 45, 55 e 65% e temperaturas de 30, 37 e 45°C. A fermentacao
foi avaliada a cada 24 horas, durante 168 horas. Para o Fungo F1C3, o pico de
producdo de CMCase (0,6 pmol.mL".min"") ocorreu em 72 horas de fermentacao, a
45% de umidade e 45°C. A analise estatistica demonstrou que os fatores avaliados
nao influenciaram a producao enzimatica.

Palavras-chave: Atividade enzimatica. Residuos lignocelulésicos. Residuos

agroindustriais



ABSTRACT

The aim of this work was to produce cellulases and estimate the effect of humidity and
temperature in the production of cellulase (CMCase) through solid state fermentation
using two isolate fungi obtained from a composting process, and having grinded green
coconut mesocarp as substrate. The study of CMCase production was made through
the factorial design 22 with triplicate at the center point, and the statistical analysis was
performed using Statistica TM software. The washed grinded green coconut mesocarp
inoculated with Fungi F1C3 was evaluated for cellulase production with initial moisture
contents of 45, 55 and 65% and temperatures of 30, 37 and 45°C. Fermentation was
developed along 168 hours during which the parameters pH and enzyme activity
expressed in CMCase were analyzed. For the Fungus F1C3, the peak production
(CMCase) (0,6 pmol.mL-1.min) occurred in 72 hours of fermentation, 45% humidity
and 45 ° C. Statistical analysis showed that the factors did not influence in enzyme
production.

Keywords: Enzymatic activity. Lignocellulosic residues. Agroindustrial residues
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1 INTRODUGCAO

Atualmente, é crescente o numero de possibilidades oferecidas por processos
biotecnoldgicos apresentando solucdes para atender a sociedade nas mais diversas
necessidades (energia, alimentos, combustiveis, medicamentos, vestuario), assim
como para substituir tecnologias poluentes ou que contribuam para deplecao de fontes
nao-renovaveis.

No Brasil, uma grande quantidade de subprodutos como bagacos, cascas e
farelos sao produzidos em fungao das atividades agroindustriais e das industrias de
alimentos, o que torna viavel a aplicacdo desses subprodutos em bioprocessos,
considerando a grande disponibilidade e alta concentragdo de nutrientes. Esses
subprodutos sao constituidos basicamente de compostos lignocelulésicos, os quais
S80 0s recursos renovaveis mais abundantes na natureza, constituidos
majoritariamente de celulose, hemicelulose e lignina (CASTRO; PEREIRA, 2010).

A crescente industrializacdo da agua de coco verde vem aumentando a
geracao de residuos (casca), que corresponde a cerca de 85 % da massa total do
fruto. A degradacao desse material leva em média 08 (oito) anos para ser completada,
tempo relativamente longo. As industrias que processam agua de coco geram
volumes significativos e crescentes do material, que atualmente € enterrado em lixées
e aterros, causando problemas ambientais, principalmente em grandes centros
urbanos (ROSA, 2001). Os constituintes desse subproduto fazem dele um potencial
material que pode ser usado na obtencéo de produtos de alto valor agregado, como
enzimas, por meio da conversao utilizando microrganismos.

As enzimas, também sdo chamadas de biocatalisadores, possuem alta
eficiéncia, em condig¢des fisiologicas, e especificidade. Dessa forma, apresentam
potencial para utilizagao industrial em processos de biotransformag¢des microbianas
(PEREIRA Jr. et al., 2008).

Considerando os nichos de atuacao, é cada vez maior, internacionalmente, o
uso de enzimas. As celulases e as amilases estdo entre as principais enzimas de uso
industrial no mundo, representando juntas 22% da demanda (POLITZER; BOM,
2006).

A celulase, entre véarias enzimas, vem se destacando pela aplicacdo em

diversas atividades, tais como industria alimenticia, detergentes, industria
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farmacéutica, téxtil, celulose e papel, industria de biocombustiveis para produgéo de
bioetanol na conversao de biomassa lignocelulésica por hidrélise em glicose e no
tratamento de efluentes e residuos (AMORIM, 2010).

Devido aos elevados custos para producao de celulase, estudos vém sendo
desenvolvidos com objetivo de produzi-la por fermentacdo em estado soélido
empregando residuos agroindustriais, diminuindo assim os custos de producéo da
enzima (CGEE, 2010).

1.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo geral estudar a producéo de celulase, em
fermentacado em estado sélido do mesocarpo coco verde pelo fungo F1C3 isolado da
fase termofilica de um processo de compostagem.

1.1.1 Objetivos Especificos

- Analisar qualitativamente o crescimento microbiano no mesocarpo de coco
verde triturado.

- Avaliar o efeito da umidade e da temperatura, bem como da interagcéo entre
esses fatores, na produgéo da enzima celulase, utilizando planejamento

fatorial.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 COMPOSTAGEM

A compostagem é um processo controlado de decomposi¢cao microbiana, de
oxidagao e oxigenagao de uma massa heterogénea constituida por matéria organica
no estado sélido e umido, sendo caracterizada por uma fase inicial e rapida de acéao
toxica nas plantas. Posteriormente, ha uma fase de bioestabilizacdo, atingindo
finalmente a fase em que ocorre a maturagao ou humificagcao (KIEHL, 2004). Segundo
Kiehl (1985) a fase de maturacao é acompanhada da mineralizagdo de determinados
componentes da matéria organica, como N, P, Ca e Mg, que passam da forma
organica para a inorganica, ficando disponiveis as plantas, com producao de calor e
o desprendimento, principalmente de gas carbdnico e vapor d’agua.

Segundo Giusti e Marsili-Libelli (2010), a compostagem caracteriza-se por
uma sucessao multifasica na colonizacao de fungos e bactérias no material organico,
que devido ao baixo consumo de energia, requisitos tecnoldgicos e alto valor dos
produtos, deve ser um processo considerado vantajoso como investimento.

Por se tratar de um processo microbioldégico, a acdo e interacdo de
microrganismos sao intrinsecos a eficiéncia, os quais sdo dependentes da ocorréncia
de condicbes favoraveis como umidade, nutrientes, aeracdo, pH, relagcao
carbono/nitrogénio e temperatura (BIDONE, 2001).

A temperatura é considerada, por muitos autores, o mais importante indicador
da eficiéncia do processo de compostagem e esta diretamente relacionada com a
atividade metabdlica dos microrganismos, sendo também influenciada pela aeracao
(LI; ZHANG; PANG, 2008), pelo teor de umidade (PETRIC; SESTAN; SESTAN, 2009;
KUMAR, 2010; KARADG et al, 2013), pela granulometria (BERNAL;
ALBUQUERQUE; MORAL, 2009; BERNHARDT; FASINA, 2009; RUGGIERI et al,
2012) e disponibilidade de nutrientes (PIOTROWSKA-CYPLIK et al., 2013).

Nesse sentido, Trautmann e Olynciw (2005) afirmam que o processo de

compostagem pode ser dividido em quatro fases de acordo com a temperatura:
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a. Primeira fase: mesofilica

Na fase mesofila, predominam bactérias, que sao responsaveis pela quebra
inicial da matéria organica, promovendo a liberacdo de calor na massa em
compostagem (CORREA et al., 1982). Nesta fase, ocorre também a atuacdo de
fungos que utilizam a matéria orgénica sintetizada pelas bactérias e outros
microrganismos como fonte de energia (PEREIRA NETO, 2007). Esses
microrganismos sao importantes, pois decompdem os agucares, amidos, proteinas e
outros compostos organicos de facil digestdo presentes nos residuos sélidos
organicos (GOMES, 2007).

b. Segunda fase: termofilica

A liberacdo de calor promove o aumento da temperatura devido e como
consequéncia a morte de microrganismos mesofilos (PEIXOTO, 1988). Na fase
termofilica ha estimulo a germinagdo dos esporos dos fungos e endosporos das
bactérias termofilas. A adaptacdo de um determinado microrganismo a termofilia
envolve o0 ajustamento da membrana citoplasmatica, das proteinas e do DNA a
temperaturas acima da faixa mesofilica (BERNAL et al., 1998).

Ainda nesta fase, as bactérias degradam os lipideos e fracbes de
hemicelulose, enquanto que os actinomicetos e fungos decompdéem a celulose e a
lignina (KIEHL, 1985). Esses microrganismos tem a capacidade de utilizar a celulose
como fonte de carbono e energia (MELO, 2000), que é o mais abundante polimero
encontrado na matéria organica vegetal (TAUK, 1990).

c. Terceira fase: resfriamento (composto semicurado)

Marcada pela queda da temperatura para valores de temperatura ambiente
(BERNAL et al., 1998).
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d. Quarta fase: maturacao (composto curado)

Nesta fase, ocorre a humificacdo, acompanhada da mineralizagdo de
determinados componentes da matéria organica (KIEHL, 1985).
A Figura 1 ilustra as fases térmicas da compostagem.

Figura 1 - Fases da compostagem.

o B Bicestablizagio Humificagio
i Cormposta
Semicurado
o Composto
8 = Curado
& il
o fase
o :
= emdfila T
an # e S —
o~ fase -
- masdfila "
30 e - _

tempo g8 Composiagenmn

FONTE: (D’ALMEIDA; VILHENA, 2000)

Enzimas sdo produzidas por microrganismos termofilos e mesofilos. Apesar
das enzimas termoestaveis terem microrganismos terméfilos como potenciais fontes,
a maioria destas enzimas utilizadas pela industria sdo origindrias de organismos
mesofilos (ENDO et al., 2001; BISCHOFF et al., 2006; VIIKARI et al., 2007; NUNES,
2014).

A demanda por enzimas termoestaveis com aplica¢des industriais, tais como
celulases, € crescente na industria de biocombustiveis, industrias de alimentos, de

tratamento de residuos domésticos e agroindustriais (JANG e CHENG, 2003).

2.3 COCO

No Brasil, o cultivo do coqueiro representa grande importancia econémica e
social, visto que das propriedades produtoras, 75% possuem area inferior a 10
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hectares (PERSLEY, 1992). O coqueiro é abundante principalmente na regido

Nordeste (FAO, 2012; IBGE, 2012), sendo ideal para o cultivo em clima tropical umido,

visto que prosperam em solos arenosos e toleram curto periodo exposto a d4gua salina

(ETHERINGTON, 2005).

Segundo o IBGE (2012), o Brasil € o quarto maior produtor mundial de coco,
com aproximadamente 3 milhdes de toneladas (5% da producdo mundial) produzidas.
Na América do Sul, é responsavel por mais de 80% da produgao, sendo 82,28% da
area total plantada e 69,25% do valor total do coco produzido da regidao Nordeste, em
20009.

Por ndo se conhecer populacdes espontaneas, teorias sobre a origem do
coqueiro sao baseadas em evidéncias indiretas e causam controvérsias.
Independentemente da origem, o coqueiro atualmente esta disperso por toda a regido
intertropical, em mais de 90 paises, sendo o homem considerado importante agente
dispersor (PLOETZ et al., 1998).

De acordo com BONDAR (1955), FREMOND et al. (1975), MEDINA (1980),
GOMES (1984) e PASSOS (1998b), o fruto do coqueiro, em um corte longitudinal,
(Figura 2), compde-se de:

a) Epicarpo, pelicula fina, lisa e cerosa, que envolve externamente o fruto.

b) Mesocarpo, que constitui-se numa camada bastante grossa e fibrosa, situada entre
0 epicarpo e o endocarpo.

c) Endocarpo, de constituicdo lenhosa, de coloragdo escura quando o fruto se
apresenta seco, € formado por trés partes ou “costelas”, unidas por suturas
longitudinais salientes.

d) Tegumento, uma fina camada de coloracdo marrom, nos frutos secos, que
encontra-se fortemente aderida ao endocarpo.

e) Albumen soélido, polpa branca no interior do fruto, oleosa, de espessura e
consisténcia variada dependendo da idade do fruto.

f) Albumen liquido, constituido por um liquido, adocicado, levemente acidulado,
chamado de agua-de-coco.

g) Embrido, corpo branco, inserido no albumen sélido.
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Figura 2 - Estruturas constituintes do fruto do coqueiro em corte longitudinal.

Epicarpo Mesocarpo

Endocarpo Embriio

Albimen
liquido

Albimen
solido

Tegumento

FONTE: (BENASSI, 2006)

A busca por uma alimentacao adequada como uma alternativa de melhora
para salde, gera inUmeros produtos alimenticios produzidos a base de coco, a
exemplo da agua de coco in natura e em p6. Com esse avango, ndo ha uma
destinacdo correta dos seus residuos agroindustriais e urbanos pela cadeia produtiva.

Nas regides litoraneas, as cascas de coco verde chegam a representar até
80% do volume total de residuos sélidos que devido a alta concentragao de lignina,
hemicelulose e celulose apresenta lenta decomposicdo, sendo mais de 80% do peso
do fruto constituido por material lignocelulésico (FERREIRA-LEITAO et al., 2010).

A fibra do coco verde tem lignina (43,14%) e celulose (45,93%) (BRIGIDA et
al., 2010). Esses valores sugerem que esse material possui potencial para ser
empregado como substrato para a producdo de bioprodutos, como enzimas

celuloliticas.
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2.4 COMPOSIGCAO DO MATERIAL LIGNOCELULOSICO

Material de origem lignocelulésica € importante para os bioprocessos, uma
vez que a fermentacdo em estado sélido (FES) destaca-se, pela utilizacao dessa
matéria prima na obtencdo de diversos produtos com potencial comercial
(GALEMBECK et al., 2009; ROSSI et al., 2009).

Vale ressaltar que material lignoceluldsico inclui os residuos agricolas
(bagacos, cascas), residuos industriais, residuos solidos urbanos e residuos
domésticos (MTUI, 2009), que sao majoritariamente constituidos de celulose,
hemicelulose e lignina, apresentando baixo teor de nitrogénio (GLAZER e NIKAIDO,
2007). O Brasil dispbe de uma grande variedade desses residuos, cujo
bioprocessamento representa interesse econdmico e social. Esses residuos sao
potenciais fontes de matéria-prima para fermentacao originando compostos quimicos
com alto valor agregado como enzimas, acidos organicos, aminoacidos, entre outros
(MENEZES; SILVA; DURRANT, 2009).

2.4.1 Celulose

A celulose é o polimero mais abundante existente na Terra. A cada ano mais
de 10'! toneladas de géas carboénico sao fixadas por meio da fotossintese derivada de
material vegetal, e metade desse material consiste em celulose (LESCHINE, 1995).

A celulose é composta por cadeias lineares de D-glicose, unidas por ligagdes
B-1,4-glicosidicas (Figura 3) com alto grau de polimerizacdo e elevada massa
molecular, principalmente na forma cristalina que confere alta resisténcia ao

rompimento das ligagdes por substancias quimicas (BORTOLAZZO, 2011).

Figura 3 - Estrutura da celulose.
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FONTE: (SANTOS, 2013)
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http://www.intechopen.com/books/integrated-waste-management-volume-ii/agroindustrial-wastes-as-substrates-for-microbial-enzymes-production-and-source-of-sugar-for-bioetha#B65
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Apesar de ser quimicamente simples, existe uma complexa gama de formas
fisicas da celulose devido principalmente a diversidade de origem e aos
processamentos tecnoldgicos subsequentes a que a biomassa celulésica € sujeita
(BEGUIN e AUBERT, 1994).

A celulose € o residuo polimérico predominante da atividade agricola (ZHANG
e MIELENZ, 2006), que vem sendo utilizado para a producao de diversos produtos
quimicos (tensoativos, adesivos, corantes, solventes, produtos farmacéuticos, etc.),
além do etanol de segunda geracao (KUMAR, SINGH e SINGH, 2008).

2.4.2 Hemicelulose

As hemiceluloses sdao compostas por uma variedade heterogénea de
polissacarideos amorfos com grau de polimerizagao bem inferior ao da celulose. A
estrutura (Figura 4) Ihe proporciona flexibilidade e estabilidade ao agregado, por
apresentar ramificagcOes e cadeias laterais que interagem facilmente com a celulose.

Também chamadas de polioses, as hemiceluloses estdo presentes em todas
as camadas da parede celular das plantas, associadas a celulose e lignina
principalmente nas camadas primdria e secundaria. Cerca de 30% dos
polissacarideos que constituem a parede celular dos vegetais referem-se a
hemicelulose, sendo um abundante carboidrato na natureza (DA SILVA et al., 1997,
HON e SHIRAISHI, 1991). De maneira geral, as hemiceluloses diferem da celulose
principalmente pela constituicdo em diferentes unidades de agucares (Figura 5).

Figura 4 - Estrutura da hemicelulose.
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FONTE: Ferreira et al., 2009.



Figura 5 - Estruturas monossacaridicas das hemiceluloses.
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2.4.3 Lignina

25

A lignina € a segunda macromolécula organica mais abundante na natureza.

unidades p-hidroxibenzilicas, guaiacilicas e siringilicas (RABELO, 2007).

Figura 6 - Alcoois precursores da lignina.
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FONTE: BARBOSA et al., 2008.

Representa cerca de 20-30% da massa total do material lignocelulésico e durante o
crescimento vegetal vai sendo incorporada. Constituida basicamente de unidades de
fenilpropano que formam uma macromolécula tridimensional e amorfa, se processa
por via radicular a partir da reacao de trés diferentes alcoois cinamilicos precursores:

alcool p-cumarilico, alcool coniferilico e &lcool sinapilico (Figura 6), que geram
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As cadeias de celulose e hemicelulose s&o fixadas pela lignina. As
cadeias de celulose se mantém compactadas através de ligacdes de hidrogénio,
enquanto que a lignina une os componentes e age como uma barreira fisica contra

o ataque de microrganismos e agua (RABELO, 2007).

2.5 PRODUCAO DE ENZIMAS
2.5.1 Enzimas Celuloliticas

Enzimas sao catalisadores biologicos, formadas por grupos de substancias
organicas, de origem proteica, produzidas por células vivas. Essas enzimas
(biocatalisadores) apresentam alta atividade catalitica e seletividade especifica sobre
0 substrato, catalisando rea¢6es que, sem a sua presenca, dificilmente aconteceriam
(BORTOLAZZO, 2011).

A bioconversao de residuos de celulose até glicose é catalisada por um grupo
de enzimas denominadas celulases. Uma vez que a celulose representa cerca de 40%
do material de origem vegetal, esse processo € de importancia crucial para a ciclagem
de nutrientes (KLYOSQV, 2015).

As celulases apresentam especificidades diferentes para hidrolisar as ligagdes
glicosidicas B-1-4 na celulose. Assim, segundo Sun e Cheng (2002), as celulases
estao divididas em trés grandes grupos, com base no modo de catalise sobre a fibra

de celulose: endoglicanases, exoglucanases e B-glucosidases.

2.5.1.1 Endoglicanases

As endoglicanases hidrolisam a celulose amorfa e celuloses sollveis
(modificadas quimicamente), como a carboximetilcelulose (CMC). As endoglicanases
hidrolisam as cadeias de celulose de modo aleatério, havendo a clivagem das ligagcbes
glicosidicas internas da celulose liberando oligossacarideos de varios comprimentos;
novas cadeias finais (MARTINS, 2005).
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2.5.1.2 Exoglucanases

As exoglucanases também conhecidas como celobiohidrolases (CBH), 3-1-4
celobiohidrolases ou avicelases, atuam nas extremidades redutoras (CBH ) e nas
extremidades nao redutoras (CBH |l) da cadeia de celulose e unidades de glicose de
terminais nao redutoras da cadeia, produzindo majoritariamente celobiose (OYEKOLA
et al, 2007). Essas enzimas ndo atuam sobre celulose solluvel por haver um
impedimento estereoquimico causado pelos grupos substituintes como o
carboximetilico. Dessa forma, torna-se possivel a diferencia¢do entre as enzimas, pois
ensaios de atividade sobre CMC sao caracteristicos para endoglicanases (MARTINS,
2005).

2.5.1.83 B-glucosidases

As B-glicosidades ou celobiases possuem a func¢ao de desdobrar a celobiose
gerada pelas endoglicanases e celobiohidrolases em glicose. A completa hidrélise é
realizada por sua agao, que converte celobiose em glicose e catalisa a hidrélise de
residuos de B-D-glicose terminais n&o redutores liberando B-D-glicose (GILKES et al.,
1991; BHAT & BHAT, 1997; CAO e TAN, 2002; LYND et al., 2002; HOWARD et al.,
2003).

2.5.2 Microrganismos produtores de celulases

Microrganismos celuloliticos sdo aqueles que produzem enzimas capazes de
degradar a celulose natural. Na natureza, existe uma variedade desses
microrganismos produtores de celulases, e a hidrolise da celulose por estes resulta na
producgéo final de glicose que é utilizada como fonte de carbono para obtengéo de
bioprodutos (TAVARES, 2009).

A produgédo de celulases por agdo microbiana tem sido foco de muitos
estudos. No processo de producdo de enzima, um microrganismo é utilizado como
agente metabolizador de fontes de carbono presentes em um meio, ou substrato, de
forma que as enzimas sao sintetizadas e excretadas (TAVARES, 2009).
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Os microrganismos mais importantes utilizados pela industria de enzimas séao
os fungos. Desses, os principais produtores de celulases sao: Trichoderma reesei,
Trichoderma koningii, Trichoderma lignorum, Sporotrichum pulverulentum, Penicillium
funicolosum, Penicillium iriensis, Aspergillus sp, Schizophyllumm sp, Chaetominum sp
e Humicola sp. Tais fungos excretam celulases de alta atividade no meio de cultura
(BORTOLAZZO, 2011).

2.5.3 Aplicacoes das Celulases

Materiais celuldsicos sédo particularmente atraentes, quando consideramos a
importancia da biomassa vegetal como fonte sustentavel de materiais disponiveis para
humanidade e fonte sustentavel de bioprodutos, tais como o etanol de segunda
geracdo. Uma estratégia promissora para isto envolve a produgdo de enzimas
celuloliticas, hidrélise da biomassa e fermentagédo de agucares para desenvolver
produtos em um Unico processo por meio da utilizacado de microrganismos.

Na industria, as celulases podem ter variadas aplicagdes (Quadro 1).

Quadro 1 — Principais aplica¢des industriais das celulases.

ENZIMA APLICAGAO INDUSTRIAL

Aumentar a reidratabilidade dos produtos quando
chegam aos consumidores; Melhorar drenagem e
execucao de maquinas de papel; Producao

Celulases sustentavel de biocombustives; Degradacdo das
fibras superficiais tornando os tecidos mais lisos e
macios

Hemicelulases Hidrolise total das fibras da polpa

Celulases, Pectinases e Promover a hidrélise parcial de componentes da
Xilanases parede celular, reduzindo sua viscosidade

Extracdo de sucos de frutas e 6leos de sementes,
Celulases, Hemicelulases e [filtracdo e clarificacdo de sucos, aumento da

Pectinas eficiéncia da extracdo da cor de sucos e
liquefacdo do tecido vegetal

Degradacao de plantas forrageiras e hidrélise dos
polissacarideos usados na alimentacdo de
ruminantes, resultando no aumento da producéo
de leite e ganho de peso

FONTE: BHAT; BHAT (1997); MUHLBACH et al., (2000); CAO; TAN (2002);

GRAMINHA et al., (2008).

Celulases e Hemicelulases
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Além da aplicacédo da celulase, propriamente dita, ha também o emprego de
microrganismos com potencial celulolitico em processo de biorremediacdo, como
tratamento de aguas residuais, lodo e efluentes. Ainda, quanto mais estavel, maior
atividade e especificidade a enzima tiver, maior o interesse comercial pela molécula
(GLAZER, et al., 2007).

2.5.4 Fermentacao em Estado Sélido

As denominacbes “fermentacdo em estado solido”, “fermentagao em substrato
soélido”, “fermentagcdo em meio solido” ou simplesmente “fermentacdo semissolida”,
consistem em um Unico processo que € caracterizado pelo crescimento microbiano a
partir de material sélido (substratos insoluveis), com propriedades para absorver agua
em baixas porcentagens, para formacao de produtos (PANDEY et al., 2010).

Enzimas e outros metabdlitos ndo enzimaticos sao secretados pelos fungos
atuando diretamente sobre a matriz lignocelulésica, e esta deve atuar tanto como
suporte fisiolégico, quanto como fonte de nutrientes na auséncia de &agua livre
(SHRESTHA et al., 2009). Essa restricao de disponibilidade de agua € capaz de
estimular a producdo de algumas enzimas que em meio submerso nao seriam
produzidas pelos mesmos microrganismos (SIGHANIA et al., 2010).

O método classico de producao de celulases € a fermentagcdo em meio liquido
ou submersa. Em fungéo de resultados altamente promissores que vém sendo obtidos
por pesquisadores da area no que diz respeito a baixo custo operacional e capital de
investimento, a fermentacdo em estado sélido ou fermentacdo semissélida tem
despertado grande interesse. Além disso, é estimado que a FES permite reduzir cerca
de 10 vezes os custos da producao quando comparada a fermentacédo submersa, uma
vez que a concentragao final da enzima produzida por esta rota é maior, o que também
reduz custos com o processo de fase logistica (SIGHANIA et al., 2010).

Os substratos para FES séo, geralmente, residuos agroindustriais como
farelos, cascas, bagacos e outros materiais considerados vidveis para a
biotransformagao. Por serem recursos nao renovaveis naturais, tornam-se, por vezes,
problemas ambientais em face a producdo em grandes quantidades. Como ja
mencionado, a estrutura desse tipo de material tem como principais componentes:

celulose, hemicelulose, lignina e outros componentes lignoceluldsicos,
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caracterizando-os como materiais heterogéneos, que servem tanto como fonte de

carbono e energia quanto de suporte para o crescimento microbiano (PANDEY, 2003).

2.5.5 Vantagens e Desvantagens da FES

A fermentacao em estado sélido (FES) € um método eficiente em escala
laboratorial apresentando vantagens por tratar-se de um processo favorecido pelo
reduzido teor de agua, gerando pouco ou nenhum volume de agua residual.

Bianchi, Moraes e Capalbo (2011) relatam algumas vantagens e
desvantagens da FES (Quadro 2).

Quadro 2 — Vantagens e Desvantagens da FES.

VANTAGENS DESVANTAGENS
Se operado em reator, queda do
Menor condugéao de calor rendimento em func&o da dificuldade de
dissipar calor.
Utilizagao de agitagdo raramente é Dificuldade de acompanhamento dos
necessaria parametros operacionais

Difusdo de oxigénio e outros gases sao
maiores devido aos intersticios
existentes entre as particulas de
substrato
Alta produtividade e baixo custo de
producédo em fungéo do crescimento
microbiano ocorrer em condicbes mais
proximas as dos habitats naturais

Esporos utilizados para a inoculagao Alguns substratos requerem pré-
permitem repeticdes mais confiaveis tratamento quimico e/ou fisico
Baixa condutividade térmica do
substrato sélido
FONTE: Adaptado de Bianchi, Moraes e Capalbo (2011).

Heterogeneidade na distribuigéo de
massa celular, nutrientes, temperatura,
pH e umidade

Dificuldades no aumento de escala

Tratamento dos residuos é simplificado

2.6 PRODUGAO DAS CELULASES MEDIDA COMO ATIVIDADE ENZIMATICA

Varios pesquisadores publicaram valores diferentes para producdo de
celulase medida como atividade enzimatica, por meio da fermentacdo em meio sélido,
por fungos cultivados em diferentes substratos lignoceluldsicos.

A Tabela 1 apresenta informacdes referentes aos dados da producédo de
celulases.
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Tabela 1 — Produgéo de celulases via fermentacdo em estado sélido (FES).

] ] U.mL"
Autores Substrato Microrganismo
(FES)
Farinas (2011) Bagaco de cana Aspergillus niger 0,1338
Aspergillus
Victor et al. (2003)  Sabugo de milho flavus 0,0502
. Bagaco do Trichoderma
Lins (2012) ] _ , 0,095
pedunculo do caju reesei
Palha de milho Psicocybe
Abreu (2014) verde e Cana de castanella CCIBt 0,038
acucar 2781
Fungo isolado de
Albuquerque Bagaco de coco
um processo de 0,54
(2016) verde

compostagem

FONTE: Autor, 2016.



32

3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL DA REALIZAGAO DO TRABALHO

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Microbiologia da Unidade
Académica de Engenharia de Biotecnologia e Bioprocessos (UAEB) do Centro de
Desenvolvimento Sustentavel do Semiarido (CDSA) da Universidade Federal de

Campina Grande, em Sumé — Paraiba.

3.2 MATERIA-PRIMA

A matéria-prima utilizada neste trabalho foi o mesocarpo de coco verde. O
residuo foi obtido de um produtor rural da cidade de Sumé, Paraiba.

3.2.1 Preparacao do mesocarpo de coco verde triturado

Os residuos foram triturados em uma maquina desintegradora/trituradora de
forragem, equipamento disponivel na Escola Agrotécnica de Ensino Fundamental
Dep. Evaldo Gongalves de Queiroz, em Sumé, para que o tamanho das fibras fosse
diminuido e proporcionasse assim aumento da capacidade de reten¢do de umidade e
nutrientes.

O residuo utilizado no estudo da producao das celulases passou pelo processo
de lavagem até que todos os soélidos soluveis, presentes no bagaco fossem
removidos. A determinacdo de sélidos soluveis (°Brix) foi realizada utilizando-se
refratdmetro, a partir do lixiviado do processo de lavagem do mesocarpo triturado.

O processo de lavagem teve o objetivo de remover os acucares contidos no
substrato, pois a presencga de agucares redutores, segundo Bon et al., (2008), pode
reprimir a sintese enziméatica que, apesar de, em geral, ser excelente fonte para o
crescimento celular € reportada como repressora, quando em grande quantidade,
para a producédo de diversas enzimas, sendo uma delas a celulase.

O fluxograma da Figura 7 mostra a sequéncia de etapas que envolveu a
preparacao do mesocarpo de coco verde para posterior uso nas fermentacoes.
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Figura 7 — Fluxograma de preparacao do mesocarpo de coco verde.

RECEPCAO TRITURACAO LAVAGEM

ARMAZENAMENTO SECAGEM ANALISE (°Brix)

FONTE: Autor, 2016.

O residuo foi seco em estufa de secagem a 60°C por 24h. Apéds atingir massa
constante, o residuo foi colocado em sacos hermeticamente fechados e congelado.

3.3 CARACTERIZACAO

3.3.1 Teor de umidade

Para determinacao da umidade, 05 (cinco) gramas do material foram colocados
em termobalancga determinadora de umidade SHIMADZU (MOC63u) por 15 minutos
a 105°C. Os testes foram realizados em duplicata. A umidade foi ajustada pela adicao
de agua destilada através de um balango de massa, levando-se em consideragao que
a densidade da agua é igual a 1 g.cm, calculada utilizando a equagéo apresentada
a sequir:

v2 —vl
1—-v2

Vaa = Maa = mi *

Sendo:

Vaa = Maa = volume de agua a ser adicionado
mi = quantidade de substrato utilizado

v2 = umidade desejada
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vl = umidade encontrada

3.4 PRODUGCAO DAS CELULASES

3.4.1 Planejamento Experimental

O estudo da producdo de celulases por fermentacdo em estado sélido foi
realizado utilizando-se um planejamento fatorial 22 com triplicata no ponto central,
totalizando 07 ensaios, sendo estes realizados de forma aleatéria, para avaliar o efeito
da umidade inicial do meio (U) e a temperatura (°C) de incubacao na producéo
enzimatica.

O programa computacional Statistica TM (Versao 8.0, da Statsoft, Inc.) foi
usado para calcular os efeitos das variaveis avaliadas, bem como das interagbes entre
elas, e para realizar a analise de Variancia (ANOVA). A metodologia de superficie de
resposta foi usada para fornecer um modelo matematico adequado para o0 processo.

Os niveis utilizados e 0s ensaios experimentais do planejamento fatorial estao

apresentados, respectivamente, nas Tabelas 2 e 3.

Tabela 2 — Niveis do Planejamento Experimental.

Variaveis -1 0 1
U (%) 45,00 55,00 65,00
T (°C) 30,00 37,00 45,00

FONTE: Autor, 2016.
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Tabela 3 — Matriz do Planejamento Experimental fatorial (22) com trés repeticdes no
ponto central.

Ensaio U (%) T (°C)
1 (-1) 45 (-1) 30
2 (+1) 65 (-1) 30
3 (-1) 45 (+1) 45
4 (+1) 65 (+1) 45
5 (0) 55 (0) 37
6 (0) 55 (0) 37
7 (0) 55 (0) 37

FONTE: AUTOR, 2016.

3.4.2 Microrganismos

O fungo utilizado foi obtido da fase termofilica de um processo de compostagem
denominado F1C3 (Fungo 1 obtido da Coleta 3), durante projeto realizado
anteriormente no Laboratério de Microbiologia intitulado “A compostagem como fonte
de microrganismos produtores de enzimas de interesse industrial”. No referido
trabalho, foram obtidos 37 (trinta e sete) isolados fungicos, sendo 06 (seis), isolados
durante a fase termofilica do processo de compostagem, denominada Coleta 3
(NUNES et al. 2014).

3.4.2.1 Repique dos microrganismos

a. Preparo do meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA): para a preparagao
deste meio, as batatas (tipo inglesa) foram descascadas e cortadas em pequenos
pedacos e fervidos em agua destilada esterilizada (ADE) durante 10 minutos, a
partir do inicio da ebulicdo. Posteriormente o material foi filtrado para obtencao do
caldo nutritivo de batata e acrescido de dextrose e agar para suporte do
microrganismo e o volume ajustado para 1L. A preparacéo final foi esterilizada por
20 min a 121°C e 1 atm. A composicdo do meio de cultura é mostrada na Tabela
4.
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Tabela 4 — Composicao do meio de cultura Batata, Dextrose e Agar (BDA).

COMPONENTE QUANTIDADE
Batata 200 ¢
Glicose 20 g
Agar 20 g
Agua Destilada Esterilizada q.s.p*1L

(*) g.s.p.= quantidade suficiente para. Fonte: Dados da Pesquisa.

b. Repique do fungo: a partir do tubo tipo Eppendorf contendo o fungo em agua
destilada foi realizado o primeiro repique. Uma al¢a de platina foi colocada de
repique em contato com a suspensao de esporos do Eppendorf e em seguida
transferida para o centro das placas de Petri contendo meio de cultura batata-
dextrose-agar (BDA) e incubadas a temperatura de 30°C por um periodo de 10
dias ou tempo necessario para que as placas fossem totalmente cobertas (Figura
8).

Figura 8 - Placa de Petri com meio BDA contendo o Fungo F1C3, apés periodo a
30°C.

FONTE: Autor, 2016.
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3.4.3 Processo Fermentativo

3.4.3.1 Preparacgéao do sistema de cultivo

Em frascos uniformes, com capacidade de 500 mL, foram colocados 15 g de
mesocarpo do coco triturado na umidade inicial pré-determinada, auto clavados por 1
horaa 121°C e 1 atm.

3.4.3.2 Indculo

A suspenséo de esporos foi obtida pela adicdo de agua destilada esterilizada
(ADE) a placa de Petri e os esporos raspados com uma alga de inoculagdo. A
suspensao de esporos foi filtrada com auxilio de gaze e algodao esterilizados e
quantificada em camara de Neubauer espelhada. O volume da suspensao de esporos
adicionado ao meio de fermentagéo foi ajustado de modo a se obter um inéculo na

concentracdo de 107 esporos.mL".

3.2.3.3 Incubacao

Aos frascos contendo bagaco de casca de coco verde esterilizado e
umidificado foi adicionado um (1mL) de in6culo fungico preparado nas condi¢coes
descritas anteriormente. A incubagéo da FES foi interrompida pela adicdo ao DNS em
24h, 48h, 72 h, 96 h, 120h, 144h e 168h.

A Figura 9 apresenta as etapas do processo de fermentacdo em estado sélido
(FES), para a producao das enzimas celuloliticas (CMCase).
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Figura 9 - Etapas do processo de fermentacao em estado sélido (FES).

Preparaciodo
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FONTE: Autor, 2016.

3.4.3.4 Fermentagéo

Determinacio
da atividade
enzimatica

Os frascos foram incubados por um periodo de 168 horas nas temperaturas de

30°C, 37°C e 45°C (Figura 10). Em intervalos de 24 h foram retiradas as amostras do

processo.

Figura 10 — Fermentacdo em estado sélido (FES) em mesocarpo de coco verde

triturado.

FONTE: Autor, 2016.
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3.5 ANALISE QUALITATIVA DO CRESCIMENTO MICROBIANO

O desenvolvimento micelial foi determinado por meio da observagao visual do
mesocarpo de coco verde triturado submetido a FES de acordo com o padrao
adaptado da ASTM (American Society for Testing Materials), Standard Methods G21-
90 (1990), apresentando as seguintes faixas de crescimento:

(-) auséncia de crescimento

(+) pouco crescimento com turvagao de pequenos fragmentos de micélio langados no
meio

(++) moderado crescimento com surgimento de “pellet” fino na superficie do meio

(+++) 6timo crescimento de massa micelial da metade a todo frasco

3.6 OBTENGAO DO EXTRATO ENZIMATICO

Para a obtencao do extrato enzimatico, a cada frasco foi adicionado 30 mL de
tampao acetato de sddio 50 mM, pH 5, segundo o procedimento descrito por Moreira-
Neto (2012). O conteudo de cada frasco foi homogeneizado manualmente por 5 min,
e em seguida agitado em mesa agitadora a 120 rpm durante 1 hora a 25 °C. O
extrato obtido foi filtrado em papel de filtro qualitativo para remocao dos esporos. O
extrato enzimatico foi utilizado para a determinagdo da atividade enzimatica de
carboximetilcelulase e aferigcdo do pH.

3.7 DETERMINAGAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

A atividade celulolitica analisada neste trabalho foi de endoglicanases,
também chamadas de carboximetilcelulases (CMCase). O método para determinacao
da atividade baseia-se na capacidade do extrato enzimatico em liberar agucares
redutores na presencga de carboximetilcelulose devido a hidrélise da fonte de celulose
em glicose. O meio reacional foi composto por 500 pL do extrato enziméatico obtido em
tampao acetato de sédio 50 mM e pH 50 e 500 puL de uma solucdo
carboximetilcelulose a 1% (m/v) em tubos de ensaio. A mistura foi incubada a 50°C

por 10 minutos. Apds esse tempo foi retirado um volume de 500 pL do tubo de ensaio
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e colocado em outro tubo de ensaio com 500 puL de DNS (1 % 3,5-dinitrossalicilico;
1,6 % hidroxido de sédio; 30 % tartarato de sddio e potassio), interrompendo a reacao
para determinar a concentragdo de agucares redutores, seguindo a metodologia de
Miller (1959). Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade
de enzima capaz de liberar 1 ymol de glicose, por minuto, a 50°C.

As amostras foram diluidas com agua ultrapura de forma que a absorbéancia
lida no espectrofotobmetro estivesse dentro da curva de calibracdo. Os testes foram
feitos em duplicata. A curva padrdo para a determinacdo dos agucares redutores
(Figura 11) foi construida com o intervalo de diluicdo da glicose de 0,1 mg.mL"' com

limites inferior e superior de 0 mg.mL'e 0,5 mg.mL", respectivamente.

Figura 11 - Curva padrao para acgucares redutores construida com a solucao
reagente DNS e glicose diluida em agua ultrapura.

Absorbancia (540nm)

T T T T T T T T T T T
0.0 0.1 0.2 0.2 0.4 0.5

Glicose (mg.mL-1)

O método utilizando a solucdo reagente DNS mostrou-se confiavel entre os
limites de 0 mg.mL' e 0,5 mg.mL"" com R?=0,9968 e y= 2,0563x + 0,0065, visto que
Harland (1989) afirma que valores de R2? préximos de 1 representam modelos
melhores para predicoes.

3.8 ANALISE DOS RESULTADOS

Os efeitos das variaveis e as interacdes entre elas, bem como a analise de
variancia (ANOVA) foram avaliados utilizando-se o programa computacional Statistica
TM.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANALISE QUALITATIVA DO CRESCIMENTO MICROBIANO

A analise do crescimento microbiano foi determinada por meio da observacao
do bagaco de mesocarpo de coco verde submetido a FES.

A Tabela 5 apresenta os resultados das analises qualitativas realizadas no
bagaco de mesocarpo de coco verde com relagdo ao crescimento micelial, ja que o
mesmo foi utilizado como substrato durante o processo de fermentacdo em estado

sélido (FES) para producao de celulases.

Tabela 5 - Andlise qualitativa de crescimento do Fungo F1C3

Ensaio 24horas 48horas 72horas 96horas 120horas 144horas 196horas

01 - - + + + ++ ++
02 - - + + + ++ ++
03 - - + + + + +
04 - - - - - - -
05 + + + + + + +
06 + + + + + + +
07 + + + + + + +

O crescimento microbiano foi determinado de acordo com o padrdo adaptado
da ASTM (American Society for Testing Materials), STANDARD METHODS G21-90
(1990).

Nos Ensaios 01 e 02 (30°C e umidades de 45% e 65%, respectivamente), o
crescimento sé foi verificado a partir das 72h de fermentagdo, tendo pouco
crescimento com turvacao de pequenos fragmentos de micélio. A partir das 144h foi
observado crescimento moderado com surgimento de “pellet” fino na superficie do
meio.

No Ensaio 03 (45°C e 45% U) observou-se a colonizagédo do substrato a partir

das 72h de fermentagdo, com pouco crescimento e turvacao de pequenos fragmentos
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de micélio langados no meio, indicando que as condi¢cbes de temperatura e umidade
nao foram propicias para o crescimento do Fungo F1C3.

No Ensaio 04 nao foi verificado crescimento micelial.

Nos Pontos Centrais (Ensaios 05, 06 e 07) a 37°C e 55% U, observou-se
pouco crescimento em todos os tempos avaliados, indicando que as variaveis
temperatura e umidade pouco influenciaram para o desenvolvimento do fungo.

Visto que o fungo utilizado foi isolado numa temperatura de 43°C + 2 (NUNES
et al., 2014), era esperado maior crescimento a temperatura de 45°C, o que nao foi
observado. O Fungo F1C3 teve maior crescimento na temperatura de 30°C.

Independentemente dos teores de umidade e temperaturas empregadas, pela
analise visual, é possivel afirmar que o microrganismo foi capaz de crescer no

mesocarpo de coco verde triturado.

4.2 POTENCIAL HIDROGENIONICO (pH)

Em todos os Ensaios o pH do meio variou entre 4,9 e 5,5 durante a
fermentacdo. Os valores 6timos de pH para producao de celulases estao na faixa
acida (FERREIRA, 2010).

4.3 ATIVIDADE ENZIMATICA

4.3.1 Celulases

Os resultados da atividade enzimatica e potencial hidrogeniénico estao
detalhados nas Figuras 13 a 18, em que visualiza-se o perfil do processo de producao
de CMCase em FES, usando o baga¢o do mesocarpo de coco verde.

Na Figura 12 tem-se o comportamento cinético das atividades expressas em
CMCase do Ensaio 01 do planejamento do Fungo F1C3.
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Figura 12 — Comportamento cinético das atividades expressas em CMCase do
Ensaio 01 do planejamento.
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Analisando a Figura 12 foi possivel verificar que a maior atividade observada
no ensaio realizado, a partir do planejamento experimental, foi ao tempo de 24 horas
de fermentacao, a temperatura de 30°C e 45% de umidade, em que foi observado o
pico de atividade enzimatica expressa em CMCase de 0,34 U.mL'. O valor
encontrado neste trabalho foi de melhor desempenho que o reportado por Barros et
al. (2014) ao estudar a producéo de celulases pelo fungo fsde3 em cultivo semissélido
utilizando residuos da cana-de-acucar obtendo atividade de CMCase igual a 0,06
U.mL"" também a 24 horas de fermentagéo.

Apbs o pico de producao, observou-se a queda da atividade semelhante ao
comportamento encontrado por Amorim (2010), que verificou pico de producéo
seguido de processo de queda da producao da enzima. Ao analisar o crescimento do
Fungo 1 e a atividade enzimética, observou-se que este nao precisou crescer no meio
para produzir enzimas.

Na Figura 13 tem-se o comportamento cinético das atividades expressas em
CMCase do Ensaio 02 do planejamento do Fungo F1C3.
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Figura 13 — Comportamento cinético das atividades expressas em CMCase do
Ensaio 02 do planejamento.
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No Ensaio 02, a 30°C de temperatura e 65% de umidade inicial, percebeu-se
que para essa condicdo obteve-se oscilagdo na atividade enzimatica ao decorrer do
tempo de cultivo, com pico de atividade enzimatica de 0,08 U.mL", obtido em 24h,
sendo maxima atividade verificada para esse Ensaio. Percebeu-se a tendéncia a
aumentar a producdo em 120h (0,06 U.mL"). Neste Ensaio, 0 aumento da umidade
resultou em diminuicdo da atividade de CMCase. O crescimento do fungo foi
semelhante ao observado no Ensaio 01.

Na Figura 14 tem-se o comportamento cinético das atividades expressas em
CMCase do ensaio 03 do planejamento do Fungo F1C3.
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Figura 14 — Comportamento cinético das atividades expressas em CMCase
do Ensaio 03 do planejamento.
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No Ensaio 03, observou-se que para uma temperatura de 45°C e umidade de
45%, a maior atividade enzimatica ocorreu em 168h, com atividade de 0,6 U.mL". O
aumento da temperatura neste ensaio pode ter contribuido para o aumento da
atividade de CMCase. Foi possivel inferir também que a umidade inicial nao contribuiu
significativamente na producdo de enzima, visto que sua maxima producao foi no
limite superior de tempo de fermentagéo, no qual parte da umidade havia sido perdida.
Ao analisar o crescimento do fungo, observou-se que 0 microrganismo teve
pouco crescimento, predizendo que a inibicdo de seu crescimento se deu devido a
faixa de temperatura, embora sua adaptagdo a termofilia o tenha feito produzir
grandes quantidades de enzima para sobreviver.
Na Figura 15 tem-se o comportamento cinético das atividades expressas em
CMCase do ensaio 04 do planejamento do Fungo F1C3.
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Figura 15 — Comportamento cinético das atividades expressas em CMCase do

Ensaio 04 do planejamento.
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No ensaio 04, para uma temperatura de 45°C e umidade inicial de 65%
observou-se que houve um aumento da concentracdo da enzima CMCase em 72h
com atividade de 0,04 U.mL". A maior concentracdo da enzima CMCase ocorreu em
96h com atividade de 0,106 U.mL"'. Apds esse periodo, observou-se a diminuicdo da
concentragcao da enzima e uma nova tendéncia de aumento de atividade em 168h com
atividade enzimatica de 0,048 U.mL". Assim como no Ensaio 02, esse comportamento
pode ser atribuido ao efeito cumulativo de oligossacarideos presentes no meio.

O crescimento do fungo diferiu do observado nos anteriores ensaios, visto que
neste o microrganismo teve auséncia de crescimento.

Foram realizados ensaios, em triplicata, do ponto central para maior
confiabilidade e reprodutibilidade dos dados.

Na Figura 16 tem-se o comportamento cinético das atividades expressas em
CMCase dos ensaios 05, 06 e 07 do planejamento do Fungo F1CS3.
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Figura 16 — Comportamento cinético das atividades expressas em CMCase dos

Ensaios 05, 06 e 07 do planejamento.
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Ao analisar os resultados da média dos Pontos Centrais inferiu-se que ao
longo do processo fermentativo, houve atividade enzimatica de CMCase. Um aumento
da atividade enzimatica neste ensaio foi observado com 96h, com 0,036 U.mL" e,
apos esse periodo, houve uma queda na concentracao enzimatica, seguida por novo
aumento com 144h de fermentacédo com atividade enzimatica de 0,039 U.mL"! (a maior
concentragao obtida nesses Ensaios).

Ao analisar o crescimento microbiano, percebeu-se que nessa faixa de
temperatura (37°C) e umidade (55%) foi pouco o crescimento observado do Fungo
F1C3, sugerindo que esses indices de temperatura e umidade ndo sao os ideais para
o crescimento do microrganismo.

Observou-se também que em todos os ensaios do planejamento o pH do meio
nao sofreu grandes variagdes, ficando entre 4,9 e 5,5.

Na Figura 17 tem-se o comportamento cinético das atividades expressas em
CMCase de todos os ensaios do planejamento do Fungo F1C3.
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Figura 17 — Comportamento cinético das atividades expressas em CMCase de
todos os Ensaios do planejamento.
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Em todos os tempos avaliados de todos os Ensaios realizados, houve
producéo de atividade enzimatica, sendo que as fermenta¢des ocorreram a diferentes
niveis de temperatura e umidade. Ao analisar a Figura 15 foi possivel verificar que as
maiores atividades ocorreram nos ensaios 01 e 03. Os Ensaios 01 (30°C e 45% U) e
03 (45°C e 45% U) apresentaram os melhores resultados para a producao de CMCase
com atividade méaxima de 0,34 U.mL' (24 horas) e 0,6 U.mL' (168 horas),
respectivamente. Oliveira Junior (2014) usando coco como substrato observou ao
longo do processo fermentativo a maxima concentracao de CMCase de 0,233 U.mL"
1.

Nos Ensaios 02 (30°C e 65% U) e 04 (45°C e 65% U), observou-se producéo
enzimatica de 0,08 U.mL" (24 horas) e 0,106 U.mL"" (96 horas), respectivamente. Os
baixos niveis de producdo de CMCase podem ter sido ocasionados possivelmente
pelo aumento da umidade, indicando que o aumento da umidade, neste caso, foi
desfavoravel para a producao da enzima.

Nos Ponto Centrais (37°C e 55%), observou-se que estes seguem o0s
parametros dos demais ensaios, a maxima atividade de CMCase foi de 0,039 U.mL"
em 164 horas de fermentacdo. Dessa forma, foi possivel inferir que a combinagao
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entre temperatura e umidade moderadas nao promoveram boa produgédo de CMCase.
(Porque a 30°C obteve-se um dos melhores resultados)

Ao analisar o crescimento do fungo com a producao da enzima percebeu-se
gue o fungo conseguiu crescer mesmo quando submetido a mudancgas de temperatura
e umidade e que durante seu desenvolvimento ndo precisou produzir elevados indices

enzimaticos.

4.4 ANALISE DO PROCESSO FERMENTATIVO

4.4.1 Metodologia de Superficie de Resposta

Na Tabela 6 tém-se os dados referentes aos pontos de maior atividade

CMCase obtida em cada ensaio do planejamento do Fungo F1C3.

Tabela 6 — Dados referentes aos pontos de maior atividade CMCase obtida em cada

ensaio.

Ensaio U (%) T (°C) CliCase Tempo
(U/mL) (horas)

1 145  -1(30) 0,34 24

2 +1(65  -1(30) 0,08 24

3 -1(45)  +1(45) 0,6 168

4 +1(65)  +1(45) 0,106 96

5  0(55) 0(37) 0,03 144

6  0(55) 0 (37) 0,039 144

7 0 (55) 0 (37) 0,034 144

Fonte: Dados da Pesquisa.

Ao analisar a Tabela 6, observou-se que os maiores valores de atividade
enzimatica foram obtidos nos experimentos em que foram utilizados niveis menor e
maior de temperatura, 30°C Ensaio 01 e 45°C Ensaio 03 e menor teor de umidade
inicial (45%).
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R? é a porcentagem da variagcdo da variavel de resposta explicada pela
relagdo com uma ou mais variaveis preditoras. Normalmente, quanto maior R?, melhor
o modelo ajusta os dados. O valor de R? esta sempre entre 0 e 100%. A andlise de
variancia (Tabela 7), grafico de Pareto (Figura 18) e gréaficos de superficie de resposta
(Figuras 19 e 20) apresentaram coeficiente de determinagdo R?= 0,65457, o que ndo
representa um dos melhores modelos para predi¢des, visto que este coeficiente mede
0 quanto a variavel resposta é explicada pelo modelo e é significante a partir de 70%.

Tabela 7 — Analise de variancia (ANOVA) para a atividade enzimatica CMCase.

Fator Quaicr)z':ntiia I(i;t::rdsagz Qual\g:‘eé(ljtli?:a F P
Umidade 0,142046 1 0,142046  4,453884 0,125317
Temperatura ¢ 024807 1 0,024807 0,777824 0,442751

1oy 2 0,014454 1 0,014454 0,453221 0,549031
Erro Puro 0,095678 3 0,031893

Total 0,276986

Fonte: Dados da Pesquisa.

A andlise de variancia mostrou que nenhuma variavel teve influéncia sobre a
atividade enzimatica. A analise ainda mostrou que a variavel umidade nao teve
influéncia sobre a atividade enzimatica, ou seja, nao foi significativa, ainda que
dentre as variaveis estudadas e suas interagées, foi a que mais se aproximou do

intervalo de confianga.
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Figura 18 — Grafico de Pareto
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O diagrama de Pareto fornece o efeito quantitativo que cada variavel possui
sobre a atividade enzimatica, estabelecendo quais destes efeitos encontram-se dentro
do intervalo de confianca estabelecido para a anélise estatistica (95%).

De acordo com o diagrama de Pareto, para a atividade de CMCase, nenhuma
variavel influenciou no processo fermentativo, indicando que o fungo utilizado neste
trabalho conseguiu produzir enzima independentemente das variagbes de
temperatura e umidade. A umidade, temperatura e a interacao entre os parametros
nao foram significativas para um nivel de significancia de 95%, ou seja, a umidade, a
temperatura e a interacdo (1by2) nao influenciaram na atividade enzimatica nas

condigdes utilizadas nesse experimento.
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Figura 19 - Gréfico de contornos das variaveis independentes umidade e

temperatura em funcéo da atividade enzimatica.
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Por meio do grafico de contornos (Figura 19), é evidente que, tomando um
nivel baixo de umidade (45%) e um nivel alto de temperatura (45°C), foram obtidos
rendimentos otimizados. Além disso, o ponto 6timo de rendimento (maximo) esta na

parte superior esquerda, encontrado no Ensaio 03.



Figura 20 — Superficie de resposta da atividade expressa em CMCase em

funcdo da temperatura e umidade.
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Os modelos de superficie de resposta podem ser explorados para determinar
condicbes Otimas para se trabalhar ou a sensibilidade da variavel resposta a
mudancas dos niveis dos fatores de interesse. O gréfico de superficie de resposta
mostra o efeito e permitiu visualizar a variacao da resposta em funcao das variaveis
independentes dentro dos niveis de umidade e temperatura sobre a atividade de
CMCase, no periodo de fermentagdo de 168 horas, no qual a atividade de CMCase

maxima foi de 0,6 U.mL", valor correspondente ao Ensaio 03, a 45°C e 45% de
umidade inicial.
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5 CONCLUSOES

Mediante os resultados obtidos pode-se concluir:

1 - O mesocarpo de coco verde € um substrato com potencial para ser utilizado na
fermentacao para producdo de enzimas celuloliticas, principalmente por apresentar
um percentual de celulose (45,93%) satisfatério, componente que é conhecidamente

um excelente indutor dessas enzimas.

2 - A maior producao de enzima celulase expressa em CMCase foi, pelo Fungo F1C3,
0,6 pmol.mL".min em 168 horas de fermentacgdo, a 45% de umidade e temperatura
de 45°C.

3 - O fungo estudado foi capaz de crescer, timidamente, no mesocarpo de coco verde,

apesar dos baixos niveis de producao de CMCase.

4 - A utilizacdo da metodologia de planejamento experimental fatorial 22 permitiu
observar que nao foi verificada influéncia das variaveis estudadas (Temperatura e

Umidade e sua interagdo) na producao enzimatica.
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