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TAVARES, Millena Barbosa RibeirozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA - Estudo dazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA produ9ao da enzima celulase a partir da 

materia lignocelulosica bagaco do caju por fermentacao semi-solida utilizando ozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Aspergillus 

njger. Dissertacao de mestrado, UFCG, Programa de Pos-graduacao em Engenharia Quimica. 

Area de concentra9ao: Recursos Regionais e Meio Ambiente, Campina Grande/PB, Brasil. 

RESUMO - O pedunculo do caju e um material lignocelulosico que se concentra basicamente 

na regiao Nordeste e, depois de extraido o suco e obtido o baga9o do caju. Sua composi9ao 

fisico-quimica varia em fun9ao do estado de matura9ao, do tamanho, da dura9ao da colheita e 

de varia96es ambientais regionais. As enzimas celulases sao utilizadas para hidrolizar celulose 

gerando fontes de carbono, como glicose, diretamente fermentesciveis para ser usada, por 

exemplo, na proavufao do bioetanol. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi o estudo da 

produ9ao de celulase atraves da fermenta9ao semi-solida, usando como substrato o pedunculo 

de caju seco e o Aspergillus niger CCT 0916 como microrganismo metabolizador. Para tanto, 

estudou-se a influencia das variaveis: umidade initial e concentracao da fonte de nitrogenio, 

para determinar as melhores condi9oes do processo. A temperatura de fermentayao estudada 

foi de 30°C durante um tempo estimado em 72 h. As metodologias utilizadas para o 

procedimento experimental foram as ja utilizadas pelo LEB (Laboratorio de Engenharia 

Bioquimica). Como meio de cultivo foram utilizados dois residuos do pedunculo de caju: 

residuo lavado e residuo sem lavar. O teor de solidos soluveis para o lavado foi de 10,25% e 

30,00% para o sem lavar. Os valores encontrados para o pH foram 4,58 para o lavado e 4,33 

para o sem lavar. Para a umidade encontrou-se 5,87% e 8,22%, para o lavado e o sem lavar, 

respectivamente. A percentagem de celulose foi 12,75 para o residuo lavado e 11,76 para o 

sem lavar. O teor de AR encontrado para o baga90 de caju lavado foi 10,02%. Durante o 

processo fermentativo, que foi realizado por um periodo de 72 horas, foram retiradas amostras 

periodicamente e foram analisados alguns parametros que caracterizam o processo como 

umidade do meio, pH, a9ucares redutores e atividade celulolitica. A umidade nao sofreu 

varia9oes significativas ao longo do processo e o pH apresentou um perfil com tendencia a 

cair ao longo das 72 horas de fermenta9ao. Em termos de produ9ao de celulase, utilizando o 

baga9o do caju lavado, os resultados da reprodutibilidade de dados nos experimentos cujas 

condi9oes de umidade e concentracao de nitrogenio foram 55% e 0,75%, respectivamente, 

mostraram que, em geral, os pontos sao bem reprodutivos, sendo que as 30 horas de processo 

obteve-se a maior produ9ao de celulase (0,10U/mL). Para o teor de a9ucares redutores (AR), 

nas mesmas condi96es, seu perfil tende a cair ao longo do processo, sendo um indicio de que 

houve um provavel consumo da fonte de carbono para produ9ao da enzima. Os maiores 

valores de atividade celulolitica para o residuo do pedunculo do caju lavado, foram obtidos 

nos experimentos com 45% e 1,0% de umidade e nitrogenio, respectivamente e 55% e 1,1% 

de umidade e nitrogenio, respectivamente, sendo os picos de atividade de 0,15 U/mL para o 

primeiro, e 0,14 U/mL para o segundo. Os demais experimentos apresentaram os maiores 

picos de produ9ao de celulase em 30 horas de ferment^ao. Comparando o processo de FSS 

do baga9o sem lavar com o baga9o lavado nas condi9oes de maior atividade para o lavado, o 

baga90 de caju sem lavar apresentou um pico de atividade de 0,19U/mL em 7 horas de 

fermenta9ao. 

Palavras-chave: celulase, baga90 do caju, bioetanol, FSS. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Capitulo 1 - Introdugao e Objetivos zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

1. INTRODUCAO zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Um novo paradigma mundial em combustiveis e energia renovaveis e a 

produ9ao de etanol a partir de materials lignocelulosicos (Bastos, 2007). Ha um novo 

conceito de etanol, o bioetanol, que corresponde a sua producao utilizando-se como 

materias-primas a biomassa lignocelulosica, provenientes de residuos da agroindustria e 

culturas vegetais via processos fermentativos que sao, ha muito tempo, utilizados pela 

humanidade para a producao de bebidas alcoolicas, paes, vinagre, iogurte, queijos, entre 

outros, mas somente a partir do seculo XIX e que se descobriu que os responsaveis pela 

fermentagao eram microrganismos, o que deu inicio a ciencia denominada 

Biotecnologia, que envolve diversas areas como Quimica, Biologia, Genetiea, 

Engenharia e Bioquimica, entre outras. A fermentagao e uma ferramenta muito utilizada 

nos processos industrials e apresenta importancia crescente em diversos setores da 

economia. Muitas empresas por todo o mundo produzem e comercializam produtos 

obtidos atraves de processos fermentativos, tais como: acidos organicos, aminoacidos, 

vitaminas, biopollmeros, solventes, enzimas, bebidas alcoolicas, alimentos, entre outros 

(Borzani et aL, 2001). 

A producao do combustivel etanol a partir de biomassa lignocelulosica esta 

emergindo como uma das mais importantes tecnologias para a sustentabilidade da 

produfao de combustiveis renovaveis para transportes. O etanol tern uma octanagem 

superior a da gasolina e produz menos emissoes sendo, portanto, amplamente 

reconhecido como um substituto e/ou aditivo para a gasolina. Devido a estas vantagens 

aparentes e tambem a ser uma alternativa renovavel existente para combustiveis para 

transportes, existe agora um maior interesse em comercializar tecnologias para a 

producao de etanol de biomassa de baixo custo. A maior parte do combustivel etanol 

produzido no mundo atualmente e proveniente da biomassa ou feculento e sacarose 

(melaco de cana ou suco), mas a tecnologia para produ5ao do etanol 

a partir de fontes vegetais nao-alimentares esta se desenvolvendo rapidamente 

de modo que uma producao em grande escala sera uma realidade nos proximos anos. A 

produfao de etanol a partir de biomassa lignocelulosica envolve diferentes etapas de 

pre-tratamento, hidrolise (sacarificacao) do etanol e recuperacao. A hidrolise da 

biomassa e essencial para a produ?ao de a9ucares fermentaveis, que sao depois 

convertidos em etanol por acao microbiana. Os dois metodos, ou seja, hidrolise acida 

e hidrolise enzimatica sao empregadas principalmente para hidrolise da biomassa com 

1 
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Capitulo 1zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA - Introducdo e Objetivos zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

diferentes rendimentos, dependendo das condicoes de trataraento, do tipo de biomassa e 

das propriedades dos agentes hidroliticos. O primeiro e uma tecnologia madura, mas 

com a desvantagem dazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA gera9ao de residuos perigosos e as dificuldades tecnieas na 

recupera9ao do a9ucar a partir do acido. A hidrolise enzimatica, porem, e mais eficiente 

e prossegue sob condi96es ambiente, sem qualquer gera9&o de residuos toxicos. Este 

metodo, que esta em rapido desenvolvimento, tern imensos potenciais de melhoria na 

eficiencia e no custo. A comercializa9ao do etanol produzido a partir de biomassa 

lignocelulosica e dificultada principalmente pelo custo proibitivo da produ9ao de 

celulase (enzima usada para sacarifica9ao) disponivel atualmente. A redu9ao no custo 

de celulases so pode ser alcan9ada atraves de esfor90s que abordem diversos aspectos 

da produ9§o enzimatica a partir da materia-prima utilizada e atraves da melhoria de 

cepas microbianas usadas na produ9ao. A utiliza9ao de materias-primas mais baratas e 

rentaveis na fermenta9ao traz como estrategia a fermenta9ao em estado solido, que pode 

melhorar o custo da produ9ao de celulasezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Ruggiero, 2002). 

O traditional processo industrial, alem do produto de interesse, gera multiplas 

saidas de outros materiais em forma de residuos e emissoes nao incorporadas no 

produto final que geralmente sao aceitas como efeito normal no processo de fabrica9ao. 

Porem, nos ultimos anos tern se intensificado o aproveitamento de residuos, 

especialmente os agroindustriais tais como, polpa e folhas de cafe, residuos de frutas, 

baga90 de mandioca, farelo de soja, baga90 de cana de afucar, polpa de beterraba, etc. 

Varios processos biotecnologicos foram desenvolvidos para utilizar esses materiais na 

produ9ao de alcool, enzimas e acidos organicos, gerando produtos de grande valor 

economico. Este pensamento atende a proposta ZERI, "Zero Emissions Research 

Initiative", que estabelece uma mudanca de paradigmas no conjunto das atividades 

economicas, particularmente dos processos de produ9ao industrial. A estrategia da 

proposta ZERI, objetiva a transforma9ao da materia-prima em bens uteis sem danificar 

o meio ambiente, colocando os residuos e emissoes como insumos para outros produtos 

(Israel, 2005). 

O pedunculo do caju e um material lignocelulosico que apresenta uma estimativa 

de produ9ao no Brasil em torno de 1,8 milhao de toneladas/ano concentrando-se 

basicamente na regiao Nordeste e com aproveitamento industrial, de apenas 15 % do 

total (Globo Rural, 2005). O cajueiro e originario do Brasil, tendo como centro de 

dispersao o litoral nordestino. A area ocupada com cajueiro no Brasil e estimada em 

Millena Barbosa Ribeiro Tavares, 2009 
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Capitulo 1 - Introduqao e Objetivos zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

7G0.00Gha dos quais, mais de 90% se encontra na regiao Nordeste e estao distribuidos 

nos estados do Piaui, Ceara, Paraiba e Rio Grande do Norte. 

Na regiao Nordeste o aproveitamento industrial do caju e feito praticamente do 

fruto (a castanha) para producao de castanha comestivel e em pequena escala do suco e 

derivados do pseudofrutozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Embrapa, 2004; Globo Rural, 2005). Segundo Holanda & 

Oliveira (2001) a quantidadezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA desperdi9ada representa um elevado potential de uso para 

conversao por microrganismos. O potencial nao utilizado representa um desperdicio de 

suco extraido e do bagaco que, com suas concentracoes de carboidratos, proteinas e 

vitamina C, apresentam potentials energeticos, que e bastante necessario para 

minimizar os graves problemas da regiao Nordeste. 

A busca de um melhor aproveitamento das culturas do pedunculo do caju tern 

incentivado pesquisadores do Nordeste brasileiro na procura de maximizar a ampliacao 

do aproveitamento dessas culturas. Com essa filosofia, busca-se utilizar as materias-

primas em escala industrial, para atender a necessidade de desenvolvimento socio-

economico e tecnologico da regiao. E dentre estas possiveis inovacoes surge como 

proposta a producao de alcool etllico, por fermenta^ao alcoolica utilizando-se como 

substrato as materias-primas lignocelulosicas, que pode vir, se nao substituir 

integralmente a tao tradicional cana-de-aciicar nas usinas, mas complementar a 

produ9ao como materia-prima em periodos de entre safra, aumentando o tempo de 

opera9&o das unidades fabris (usinas) (Rajeev et al., 2009). 

Com isso, o esfor90 na busca de alternativas para a prod^ao de alcool se 

apresenta bastante atrativa para o setor. Endossado pela preocupa9ao mundial, que 

desponta acentuadamente no sentido da busca de alternativas para tecnologias e 

combustiveis que sejam renovaveis e que possuam um menor impacto ambiental. 

Dentro dos objetivos do projeto, o aproveitamento do pedunculo do caju (apos a 

retirada do suco, ou seja, o bagact)) e contemplado como materia-prima para produ9ao 

da enzima celulase por fermenta9ao semi-solida. Essa enzima tern interesse sob o ponto 

de vista tecnologico e industrial, uma vez que a mesma hidrolisa as materias 

lignocelulosicas (materiais indiretamente fermentesciveis) fonte para producao do 

bioetanol. 

Na tentativa de minimizar os desperdicios na produ9ao e industrializa9ao do 

pedunculo do caju, o Laboratorio de Engenharia Bioquimica, CCT/UAEQ/IJFCG, vem 

desenvolvendo pesquisas com a finalidade de produzir a enzima celulase a partir do 
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bagaco do caju e para tanto se faz necessaria a extra?ao da mesma e a determinacao da 

sua atividade catalitica. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

1.1. Objetivo Geral 

Sendo o bagaco do caju um residuo agroindustrial fibroso e que possui celulose, 

hemicelulose e lignina, o presente trabalho propoe estudar a producao da enzima 

celulase por fermentacao semi-solida, atraves da utilizacao do Aspergillus niger CCT 

0916 da colecao da EMBRAPA TROPICAL. Essa enzima promove a hidrolise 

enzimatica de substratos lignocelulosicos, hidrolisando a celulose em acucares 

diretamente fermentesciveis para o processo de producao de bioetanol. 

1.1.1. Objetivos Espeeificos 

S Caracterizacao fisico-quimica do bagaco seco do caju, lavado e sem lavar: pH, 

densidade aparente, granulometria, cinzas, umidade, lignina, pectina, proteinas 

totais, °Brix-solidos soluveis, ART-a9ucares redutores totals, acucares redutores-

AR, celulose e isotermas de adsorcao do bagaco de caju nas temperaturas de 25, 

30, 35 e 40°C; 

•S acompanhamento da cinetica de producao de enzimas celulases, utilizando-se do 

bagaco de caju seco por fermentacao semi-solida e tendo o Aspergillus niger 

mutante CCT 0916 como microrganismo metabolizador; 

S extracao da enzima e determinacao da atividade celulolitica em termos de 

atividade com papel de filtro (FPase); 

S estudar a influencia da umidade inicial e da concentracao da fonte de nitrogenio, 

para determinar as melhores faixas das condicoes do processo de fermentacao 

semi-solida na producao de celulase; 

Millena Barbosa Ribeiro Tavares, 2009 
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2.zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA REVISAO BIBLIOGRAFICA 

2.1 Potencial de residuos agroindustriais lignoeelulosieo para utilizacao como 

substrato microbiano zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

A crescente preocupacao com o meio ambiente vem mobilizando varios 

segmentos do mercado. Iniimeros orgaos govemamentais e industrias estao se 

preparando para aplicar uma politica ambiental que diminua os impactos negativos a 

natureza. Os orgaos fiscalizadores tern se mobilizado. Constantes revisoes tem ocorrido 

em resolucoes ligadas a residuos, tais como a RDC 306/04, resolucto da ANVISA 

(Brasil, 2004) e a Res 388/05 do CONAMA (Brasil, 2005) que classificam e propoem 

tratamentos, forma de manipulacao e descarte dos residuos de servico da saude. Muito 

se fala em Gestao Ambiental e certificagao da ISO 14000, conjunto de normas que visa 

o desenvolvimento de atividades dos mais diversos segmentos, sem transgredir as leis 

ambientais vigentes. O seculo 21 esta preocupado principalmente com o meio ambiente 

e a sustentabilidade do planeta. 

A preocupacSo com o meio ambiente leva a viabilizacao de projetos que levam a 

sustentabilidade do sistema de producao industrial. A industria de alimentos produz 

uma serie de residuos com alto valor de (re) utilizacao. Iniimeros estudos utilizando 

residuos industrials do processamento de alimentos tem sido realizados com objetivo de 

aproveitamento destes. Com isso, minimiza-se o impacto ambiental destes tipos de 

industrias na regiao onde estao situadas e ainda agrega-se valor aos produtos do 

mercado. 

O estudo dos impactos causados pelas atividades agroindustriais no Brasil sobre 

o meio ambiente e pouco abrangente no sentido de que e restrita, normalmente, a 

unidade fabril, deixando de lado outros aspectos importantes e intrinsecos as atividades 

agroindustriais, necessitando da Implantacao de um completo planejamento ambiental 

dessas atividades e das demais que lhe sao suportes ou as complementary 

Segundo Laufenberg et al. (2003), os residuos podem conter muitas substantias 

de alto valor. Se for empregada uma tecnologia adequada, este material pode ser 

convertido em produtos comerciais ou materias-primas para processos secundarios. 

Numerosas substantias relacionadas ao processo de producao de alimentos sao 

adequadas para separacao e reciclagem. 

Millena Barbosa Ribeiro Tavares, 2009 
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SegundozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Abarca (2003), o setor agroindustrial nao e reconhecido pela sociedade 

como um setor que afeta o meio ambiente. De acordo com este autor talvez tal fato seja 

devido a sociedade valorizar mais a contribuicao da atividade agroindustrial na 

producao de alimentos sendo, entretanto, desconhecido, para a maior parte dela, a 

complexidade dos processos tecnologicos existentes neste tipo de atividade, bem como 

o montante de subprodutos poluidores que sao gerados e depositados no meio ambiente. 

Os residuos agrieolas, florestais e agroindustriais, sendo, na sua maioria, 

biomassa lignocelulosica, representam uma fonte abundante e renovavel de substratos 

que podem ser biologicamente convertidos em biomassa microbiana de elevado valor 

nutritional. Segundo Docile (1996) uma tecnologia de fermentacao desenvolvida a 

partir de materiais lignocelulosicos resultando em multiplos produtos, sem efluentes 

poluentes no solo, na agua e no ar, e caracterizada como uma "tecnologia integrada". 

Estes residuos agroindustriais sao, em sua maioria, de natureza lignocelulosica 

(Kerem et al.,1992) e de acordo com Sermanni & Porri (1989) a utilizacao de 

material lignoeelulosieo para a obtencao de compostos de alto valor economico, por 

biotransforrnacab, e um dos mais interessantes campos da pesquisa biotecnologica. 

Os principais componentes dos residuos lignocelulosicos sao a celulose, a 

hemicelulose e a lignina. O teor de nitrogenio e, geralmente, muito baixo. A proporcao 

percentual dos componentes celulose, hemicelulose e lignina, assim como do teor de 

nitrogenio depende do tipo de material, idade e estagio vegetativo (Rajarathnam et al., 

1992). 

A Figura 1 representa esquematicamente a estrutura da celulose, que e um 

polissacarideo estrutural derivado da p-glucose de formula (C6H l 0O 5)n, sendo por isso 

um polimero de "cadeia longa". A celulose se forma atraves da uniao destes monomeros 

(p-glucose) atraves de ligacoes p-l,4-glicosidicas. A estrutura de uma moleeula de 

celulose 6 constituida por moleculas lineares de glicose. Em termos gerais, a celulose e 

insoluvel e altamente cristalina caracterizada por regioes cristalinas em grande parte do 

seu comprimento, entrecortadas por zonas amorfas. A celulose constitui o 

polissacarideo predominante nos residuos vegetais, representando entre 30 a 60% do 

seu peso seco total. E o principal componente das paredes celulares, responsaveis pela 

sustentacao vegetal, possuindo uma estrutura cristalina altamente resistente. 

Millena Barbosa Ribeiro Tavares, 2009 
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CH.OH zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

H OH zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Figura 1 - Estrutura de uma moleeula de celulose 

A hemicelulose e um heteropolissacarideo formado por duas cadeias 

ramificadas, compostas de hexoses, pentoses, acido uronico e acucares menores, 

facilmente hidrolisaveis. Representa o segundo maior componente dos residuos 

lignocelulosicos, chegando ate 40% do seu peso seco (Rajarathnam et al., 1992). 

O termo hemiceluloses se refere a polissacarideos de massas moleculares 

relativamente balxas, os quais estao intimamente associados a celulose nos tecldos das 

plantas. Enquanto a celulose, como substantia quimica, contem como unidade 

fundamental exclusivamente a fi-D-glucose, as hemiceluloses sao polimeros em cuja 

composicao podem aparecer, condensadas em proporcoes variadas, diversas unidades 

de acucar como apresentado na Figura 2 (Morais et al, 2005). 

pzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA-D-xilose zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

H zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Figura 2 - Diversas unidades de acucar 
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Observa-se, na Figura 2, que algumas unidades monomericas possuem apenas 

cinco atomos de carbono, sendo denominadas pentoses, enquanto outras contam com 

seis deles, sendo, entao, denominadas hexoses, gerando, assim, pentosanas (polimeros 

formados pela condensacao de pentoses) e hexosanas (polimeros formados pela 

condensacao de hexoses), respectivamente. 

Isoladas das madeiras, as hemiceluloses apresentam-se como misturas 

complexas de polissacarideos, sendo os mais importantes as glucoxilanas, 

arabinoglucoxilanas, glucomananas, arabinogalactanas e galactoglu-comananas. 

Portanto, o termo hemiceluloses nao designa um composto quimico, mas sim uma 

classe de componentes polimericos presentes em vegetais fibrosos, possuindo, cada 

componente, propriedades peculiares. O teor e a proporcao dos diferentes componentes 

encontrados nas hemiceluloses de madeira variam com a especie e, provavelmente, 

tambem de arvore para arvore. Na Figura 3, apresenta-se a estrutura representativa de 

uma galactoglucomanana, uma das principals hemiceluloses encontradas em madeiras 

de coniferas (MoralszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al, 2005). 

Figura 3 - Estrutura representativa de uma galactoglucomanana 

A lignina e responsavel, em parte, pela resistencia mecanica das madeiras e 

funciona tambem como suporte para dispersao dos metabolites excretados pelas celulas. 

Ela pode representar ate 25% de toda a biomassa lignocelul6sica produzida no planeta e 

seu teor nos residuos vegetais pode atingir ate 40% do seu peso seco. Juntamente com a 

hemicelulose, envolve as fibras celulosicas, desempenhando as funcoes de cimentante e 

preservadora (Pauli, 1997). Esta acao e possivel devido a estrutura tridimensional deste 

heteropolissacarideo de fenilpropano, onde nao existe ligacao repetida na construcSo 

dos blocos monomericos. Desta forma a lignina forma uma barreira fisica que dificulta a 

atividade de inumeros organismos produtores de enzimas celuloliticas, limitando os 

sitios de ataques enzimaticos e impedindo a entrada de enzimas de maior peso 
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molecular, devido ao reduzido tamanho dos capilares da biomassa, restringindo o ataque 

a superficie externazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Rajarathnam et al., 1992). A Figura 4 mostra a estrutura de uma 

moleeula de lignina. 

OCH, 

Figura 4 - Estrutura de uma moleeula de lignina. 

Fonte: Disponfvel em: http://cvnatuiplas.dnsMas.corn Acesso em: 08 de fevereiro de 2009. 

Dos diversos residuos agroindustriais com potencialidade para serem utilizados 

em bioprocessos, o pedunculo do caju, que possui alta concentracao em material 

lignoeelulosieo (Tonini, 2004), ainda e pouco estudada. 

2.2 Caju 

2.2.1 Generalidades e earacteristicas do caju 

O cajueiro (Anacardium Orcidentalle Lineii) pertence a familia Anacardiaceae e 

e uma planta perene, nativa do Brasil. Sua exploracao economica e uma atividade 

relativamente nova, dos anos 1950 e 1960. Ele foi aos poucos se espalhando em todo o 

territorio nacional. Posteriormente os Portugueses levaram o cajueiro para as Indias, 

iniciando-se sua disseminacao pelo mundo, inclusive para a Africa, espalhou-se pelas 

costas leste e oeste deste continente e la encontrou condicoes muito favoraveis para seu 

desenvolvimento. Pode-se afirmar que nos dias atuais a area de ocorrencia dos cajueiros 

esta compreendida entre as latitudes de 30° norte e 31° sul, vegetando em estado natural 

ou sob cultivo em diversos paises (Assessoria de Comunicacao FBB, 2007). 

O cajueiro permite o uso de diversas partes da planta, a raiz do cajueiro pode ser 

usada como purgante, ou mesmo como suporte para facilitar o transporte de 

mercadorias pelos trabalhadores. A folha serve como curtume, tem um alto teor de 

tanino, pode tambem ser usada em redes de pesca, devido sua alta resisteneia e como 

medicinal na terapeutica das avitaminoses. As cascas, tambem ricas em tanino, podem 
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ser usadas para fazer chas, contra hemorragias, diarreia e ulceras. Quando cozidas, as 

cascas liberam uma substantia tintorial avermelhada-escura, muito utilizada pelos 

Pescadores para tingir suas roupas, redes e linhas de pesca, com isto adquirem maior 

durabilidade. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

O caju e, entre as frutas comestiveis cultivadas, uma das que apresentam maior 

teor de vitamina C (acido aseorbico), a castanha pode ser consumida de diversas 

formas, seu sabor e valor nutricional sao reconhecidos. Alem disto, o caju possui teores 

de acucares, taninos e minerals, entre eles o ferro, calcio e fosforo. Segundo Ventura & 

Lima (1959), o caju possui ainda 14 tipos de aminoacidos, com maior presenca da 

alanina, valina e leucina, segue-se ainda a prolina, triptofano e o acido glutamico. O 

caju tem, portanto, uma importancia medicinal, principalmente do sistema nervoso, e 

um tonico de primeira qualidade e ainda antienterico, diuretico e levemente depurador. 

A arvore do cajueiro pode chegar a atingir cerca de 10 m de altura, apresentando 

uma copa proportional ao seu tamanho, e suas folhas sao rosas quando jovens e verdes 

posteriormente. Normalmente, o cajueiro encontra condicoes ideais de cultivo no litoral 

do Nordeste, preferindo um solo seco devendo seu plantio ser realizado nas estacOes 

chuvosas. A planta se desenvolve em climas tropicals e subtropicais. 

O caju e a segunda fruta com maior area plantada no Brasil, ocupando uma area 

de 704 mil hectares, perdendo da laranja, que ocupa mais de 803 mil hectares e 

ganhando da banana, que ocupa aproximadamente 505 mil hectares. 

Estudos da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) mostram 

que cada quilo de castanha corresponde a 9 quilos de polpa. Assim, a estimativa da 

producao da polpa, em 2007, foi de 2,3 milhoes de toneladas. Calcula-se que e utilizado 

apenas de 15 a 20% da polpa na fabricacao de doces, sucos, vinhos ou consumo in 

natura, sendo que 80% e desperdicado, ou seja, 1,9 milhoes de toneladas sao residuos 

tratados como lixo. Depois de extraido o suco, sobra o bagaco do caju, muito rico em 

celulose. 

Uma curiosidade a respeito do caju e que aquilo que chamamos de fruta e na 

verdade o pedunculo (Figura 5), ou seja, o talo que prende a fruta ao galho e que, 

estranhamente, no caju e carnudo, saboroso e aromatico. Esta parte suculenta e 

refrescante e o pseudofruto do cajueiro chamado cientificamente pedunculo floral e tem 

incontaveis usos e, embora alcance pouco valor no mercado externo, e muito apreciada 

no Brasil (Vitor Hugo de Oliveira/EMBRAPA, 2008). O fruto propriamente dito e o 

que nos chamamos de castanha de caju (Figura 6), cuja producao e a principal 
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finalidade das lavouras. O fruto do cajueiro (a castanha) e definido como urn aquenio 

reniforme pendente do pedunculo floral. A castanha e constituida basicamente de tres 

partes: a casca, a pelicula e a amendoa (Faria, 1994). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Figura 5 - Pedunculo do caju 

Figura 6 - Castanha do caju 

Sao conhecidas cerca de vinte variedades de caju, classificadas segundo a 

consistencia da polpa, o formato, o paladar e a cor da fruta (amarela, vermelha ou roxo-

amarela, dependendo da variedade). 

A composi?ao fisico-quimica do pedunculo varia largamente em fun9ao da 

variedade, do estado de maturacao, do tamanho, da durasao da colheita e de variacoes 

ambientais regionais, entre outros fatores. Na Tabela 1, mostrada a seguir, ja se observa 

a composi9ao quimica constituinte do pseudofruto do caju, o pedunculo suculento, o 

caju. Constam na Tabela 1 os componentes com os seus respectivos valores medios. 

U zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Tabcla I - Coroposiggo qufmica do pedunculo do caju 

Discriminacao zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAValores medios 

Umidade (%) 86 

°brix 11 

pH 4,2 

Acucares redutores (%) 7,9 

Acucares totals (%) 8,4 

Acidez total (%) 0,36 

Acido ascorbico (mg/lOOg) 204 

Taninos (%) 0,35 

CaJcio (mg/lOOg) 14,5 

Fosforo (mg/lOOg) 33 

Ferro (mg/lOOg) 0,36 

Proteinas (%) 0,74 

Vitamina A (U.I.) 11,32 

Cinzas (%) 0,38 

Fonte: Vitor Hugo de Oliveira/EMBRAPA, 2008 

Entre as plantas tropicals do nosso pais o caju e o que apresenta melhores 

condicoes para a industrializacao fomecendo materia-prima a varios tipos de industria. 

Na producao do suco de caju, mediante prensagem dos pedunculos, gera como 

subproduto o seu bagaco que normalmente e descartado podendo ser utilizado em 

processos bioquimicos de producao de enzimas celuloliticas. 

Sob o ponto de vista social, a caju-cultura ainda se caracteriza como uma das 

principais atividades da populacao rural. Em quase sua totalidade ela e cultivada por 

pequenos produtores, deste modo, a producao acontece na epoca da seca, justamente no 

periodo de entressafra das demais especies cultivadas na regiao. 

2.3 Producfto de enzimas por via microbiana 

O mercado mundial de enzimas e grande, sendo que as mesmas sao produzidas 

por microrganismos que foram selecionados da natureza e, geralmente, modificados 

geneticamente para uma producao mais eficiente e para atuar em processos que possam 

ser realizados em temperaturas mais elevadas ou em outras condicoes de estresse 

(Serafini et a!., 2001). 
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Para a producao industrial de enzimas por via microbiana, os microrganismos 

devem ser capazes de crescer em substrates de baixo custo; produzirem a enzima em 

velocidade elevada, constante e em curto espaco de tempo; os metodos para a 

recuperacao devem ser simples e de baixo custo; e o extrato enzimatico obtido deve 

apresentar estabilidade. O exito da producao industrial de enzimas depende do grau em 

que a atividade dos microrganismos e alcancada e quando se reduzem custos do 

substrata empregado, da incubacao e da recuperacao da enzimazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Fellows, 1994). 

Apos a fermentacao, as enzimas sao recuperadas do meio por centritugacao, 

filtraeao, precipitacSo fracionada, separacao cromatografica, separacao por membranas, 

liofilizacao ou pela combinaeto desses e de outros metodos. As enzimas intracelulares 

sao extrafdas mediante rompimento ceiular, sendo que neste caso a recuperacao da 

enzima e mais dificil e seu rendimento e inferior, porque parte da enzima pode 

permanecer retida na massa ceiular, que pode ser extraida por precipitacao com acetona, 

alcoois, sulfato de amonio ou por ultrafiltracao (Pessoa ct al., 2003). 

2.4 Enzimas celuloliticas 

As enzimas conhecidas como celulases hidrolisam a ligacao glicosidica entre 

dois ou mais carboidratos ou entre um carboidrato e uma porcao nao carboidrato. A 

conversao enzimatica de celulose em glicose e uma ardua tarefa, devido a natureza 

fisica do substrato. Na sua forma nativa a celulose e composta principalmente de fibras 

cristalinas insoliiveis, nas quais as pontes de hidrogenio mantem as moleculas unidas. 

Adicionalmente as fibras sao embebidas em uma matriz de hemicelulose e lignina, a 

qual reduz a acessibilidade as enzimas celuloliticas (Beguin, 1990). 

Celulase e um sistema enzimatico que quebra celulose, o principal componente 

da parede ceiular da biomassa vegetal. Este sistema enzimatico e o responsavel pela 

hidrolise da celulose e sua producao e o passo mais importante na produgao economica 

de bioetanol. Os principals obstaculos a exploragao em potencial da celulase sao 

rendimento, estabilidade, especificidade e custos de producao (Md. et al., 2008). 

As celulases sao algumas vezes descritas como um grupo complexo de enzimas 

com aeao sinergica. De acordo com Gilkes et al. (1991), este grupo reune: 

Endoglicanases (EC 3.2.1.4), sao enzimas que catalisam a hidrolise interna de 

ligacoeszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA p-1,4-D-glicosidicas da celulose. Podem hidrolisar tambem ligacoes P-1,4 em 

D- glicanas que contenham ligacoes B -1,3. As endoglicanases sao tambem conhecidas 
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como celulases, endozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA p-1,4 glicanases e carboximetilcelulases. Seu substrata natural e a 

celulose e xiloglicana, apresentando especificidade variavel sobre carboximetilcelulose 

(CMC), Avicel (celulose cristalina), P glicana e xilana. 

Celulose beta-l,4-celobiosidase (EC 3.2.1.91). conhecida tambem como 

exoglicanase, celobiohidrolase, p-1,4 celobiohidrolase ou Avicelase. Catallsam a 

hidrolise de ligacoes p-l,4-D-glicosidicas na celulose e celotetraose, liberando celobiose 

das extremidades nao redutoras das cadeias. 

Beta-glicosidase (EC 3.2.1.21), conhecida como gentobiase, celobiase e 

amigdalase. Catalisa a hidrolise de residuos p-D-glicose terminais nao redutores, 

liberando p-D-glicose. Apresenta ampla espcificidade por P-D-glicosideos, podendo 

hidrolisar tambem p-D-galactosideos, a-L-arabinosideos, P-D-xilosideos e p-

Dfucosideos. 

Beta-l,3(4)-endo-glicanase (EC 3.2.1.6). conhecida tambem como p-1,4-

cndoglicanase, p-1,3 endoglicanase ou laminarinase. Esta enzima catalisa a hidrolise 

interna de ligacoes p-1,3 ou P-1,4 em da glicose D-glicanas. Tem como substrato a 

laminarina, lichenina e D-glicana. E uma enzima diferente de glicana P-l,3-endo-

Dglicosidase (EC 3.2.1.39), embora ambas hidrolisem o substrato laminarina. 

Celulases produzidas a partir de fungos sao enzimas bem estudadas e sao 

utilizadas em diversos processos industriais. Grande parte do conhecimento da 

despolimerizacao enzimatiea de material celulosico veio de sistema Trichoderma 

celulase. Espeeies de Trichoderma podem produzir quantidades substanciais de 

endoglucanase e exoglucanase, mas muito baixos m'veis de p-glucosidase. Esta 

deficiencia exige investigacao de fungos com potencial celulolftico, portanto, a atencao 

foi recentemente desviada para outros microrganismos incluindo os membros do genero 

Aspergillus, 

Em uma escala comercial, a conversao da biomassa celulosica requer o uso de 

celulases que torna o processo oneroso. Assim, para a producao de celulase, uma vasta 

gama de microrganismos que tem sido estudado extensivamente, portanto, a triagem e 

caracterizacao de novos isolados sao essentials para tornar o processo de producao da 

enzima viavel. 

Muitos organismos produzem celulases para executar celuloses necessarias para 

o crescimento e formacao do produto em condicoes adequadas. Estudos sobre 

parametros para obter o maximo rendimento das enzimas celulase por fermentacao 

parecem ser necessarios. Temperatura e pH sao considerados como as mais importantes zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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funcoes ao lado da utilizacao de indutores adequados a este respeitozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Muhammad et 

al., 2009). 

2.5 Exemplos de trabalhos de producao de celulase 

Md. et al., (2008) estudaram a atividade celulolitica avaliada em fermentacao 

em estado solido utilizando o frato da palma (EFB) em erlenmeyers. A maior atividade 

de celulase 8,2 ± 0,8 FPA/g foi observada no quarto dia de fermentacao. Os resultados 

indicaram que a atividade celulolitica comecou a diminuir apos 4 dias e continuou um 

declinio gradual ate o ultimo dia de fermentacao (15 dias). A diminuicao na atividade de 

celulase pode ser devido ao efeito cumulativo de oligossacaridos especialmente 

celobiose, um dimero de glicose, que e conhecido por inibir tanto endoglucanase como zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

P-glucosidase. Eles citam que outros estudos mostraram que celulases produzidas a 

partir de fungos foram encontrados com 2,314 U/g (FPase) por T. reesei MCG77 usando 

farelo de arroz, 25,6 FPase/g por T. reesei RUT C-30 utilizando bagaco de cana, 1,43 

UI/mL (FPase) por Phanerochaete chrysosporium utilizando palha de arroz. 

Gong & Tsao (1975) observaram que indutores da sintese de celulases incluem 

celulose, derivados de celulose, celobiose, soforose e lactose. A resposta das celulas 

fungicas aos diferentes indutores varia dependendo da concentracao e tipo do indutor, 

ou pela presenca de glicose ou outros acucares no meio de crescimento. Os indutores da 

sintese de enzima celulolitica tem duas funcoes, ou seja, podem servir como fonte de 

carbono para o crescimento ceiular, ou mesmo como indutores da sintese enzimatiea. 

Segundo Menezes et al. (1976) a atividade celulolitica de linhagens fungicas, 

como Aspergillus niger, desenvolvidas em bagaco de cana foi superior as cultivadas em 

carboximetil celulose e papel de filtro. Sugeriram que estas linhagens produzem a 

fracao exoglicanase, uma vez que o bagaco e uma celulose in natura e nao havia 

recebido qualquer tratamento quimico, o que exigiria acao da fracao pre-hidrolitica da 

exoglicanase antes de ser hidrolisada pelas outras fracoes endoglicanase e glicosidase. 

Segundo Lowe et al. (1987) atividades celuloliticas e xilanoliticas, com 

Neocallimastix frontalis, tem sido obtidas in vitro, utilizando-se papel de filtro e 

celulose microcristalina como substrato. TRIVEDI & RAO citados por Vitti (1988), 

observaram que acucares como glicose, sacarose, maltose e arabinose nao induziram a 

formagao de celulase total pot Aspergillus fumigatus. Altos niveis da enzima celulolitica 

foram observados quando celulose insoluvel foi usada como fonte de carbono. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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JOGLEKAR & KARANTH, citados porzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Vitti (1988), verificaram que o 

desenvolvimento de Penicillium funiculosum UV49 em algodao, papel de filtro, bagaco 

de cana e carboximetil celulose foi pequeno e a atividade celulolitica baixa. Porem 

DEKKER, citado por Vitti (1988), observou que as celuloses que nab sao facilmente 

hidrolisadas pelas celulases, como Avicel, algodao, celulose em po e carboximetil 

celulose parecem ser os melhores substrates para induzir a formacao de celulase. 

Menezes et aL (1991) obtiveram valores prbximos a 0,25 UI/mL de celulase 

total de Aspergillus niger, quando utilizaram bagaco de cana prelratado com solucao de 

hidroxido de sodio 4%, como fonte de carbono. 

Milagres et al. (1994), a partir de Thermoascus aurantiacus, um fungo 

termofilo, obtiveram, por fermentacao submersa em meio a base de hidrolisado 

hemicelulosico de bagaco de cana, atividades enzimaticas de 4,2, 3,3, 98 UI/mL para 

endoglicanase, exoglicanase e xilanase, respectivamente. 

Costa et aL (1997) utilizaram substrates alternativos de baixo custo, ou seja, 

soja, milho e arroz na producao de enzimas, porem estes substrates nao produziram 

resultados satisfaterios na producao de celulase de A. oryzae IMI. 

Segundo Gupta & Madamwar (1997), residuos lignocelulosicos disponiveis 

em abundancia podem ser excelentes substrates para a producao enzimatiea por 

fermentacao em estado solido. Eles utilizaram uma cultura mista de Aspergillus 

ellipticus e Aspergillus fumigatus desenvolvida em bagaco de cana pre-tratado com 

solucao de hidroxido de calcio a 2% e observaram que foi favoravel a producao de 

celulase e glicosidase, apos 8 dias de fermentacao 

Abdelnasser et al. (1997) testaram tres fungos: Phanerochaete chrysosporium 

NRRL 6359, Phanerochaete chrysosporium NRRL 6361 e Coriolus versicolor NRRL 

6102, quanto as suas capacidades de produzir xilanase e celulase, em residuos agricolas 

(bagaco de cana tratado e nao tratado, palha de trigo, espigas de milho, cascas de arroz e 

celulose em po). Espigas de milho, palha de trigo e bagaco de cana tratado promoveram 

maior indugao enzimatiea. 

Segundo Umikalson et al. (1997) uma linhagem de Chaetomium globosum 

apresentou bom crescimento e substantial quantidade de celulase em fibras 

deslignificadas de palma, produzindo extrato celulolitico cujas atividades de celulase 

total, endoglicanase e glicosidase foram 1,4, 30,8 e 9,8 UI/mL, respectivamente. 

Para Vlaev et aL (1997) a maxima producao de celulase total foi percebida com 

72 horas de fermentacao e de xilanase com 96 horas, obtendo-se menor atividade em 
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fibras de sabugo de milho do que em Avicel, possivelmente, devido a presenga de 

inibidores. A atividade de xilanase na libra de espiga de milho alcaneou 80% do valor 

obtido com Avicel e a atividade de celulase total alcangou somente 30% de valor 

medido com Avicel, possivelmente, devido ao maior teor de lignina naquele substrato. 

SegundozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Raj oka & Malik (1997) a produgao media de celulase total por 

Cellulomonas biazotea foi significativamente maior em meios contendo celulose ou 

fibras de grama do que nos meios contendo fibra de algodao, SigmacelllOO e 

carboximetil celulose, atingindo ate 18 UI/mL/h a 30°C. Apos quinze dias de incubagao 

de Pleurotus sajor caju, niveis de atividade de celulase total e glicosidase iguais a 3,7 

Ul/g e 0,6 Ul/g, respectivamente, foram observados por Bisaria et al. (1997) em palha 

de arroz. 

Bagago de cana, em cultura mista de Trichoderma reesei LMUC4 e Aspergillus 

phoenicis, induziu a produgao de celulase total atingindo 13,4 Ul/g, apos 120 horas de 

incubagao a 30°C (Gutierrez-Correa & Tengerdy, 1997). 

Fernandes-Salomao et al. (1996) afirmaram que a maioria das enzimas 

comerciais sao obtidas por fermentagao submersa, uma vez que os metodos modernos 

de controle de fermentagao sao mais facilmente adaptados, os rendimentos sao maiores 

e os custos e riscos de contaminagao menores. Por outro lado, Draetta & Lobo Filho 

(1980) e Neder (1992) observaram que a quantidade e propriedades das celulases 

produzidas por microrganismos dependem das condigoes de cultivo, sendo que os 

fatores ambientais influent na produgao de celulases e xilanase de diversos fungos. 

Aguiar-Menezes (2000) avaliaram a produgao de celulases e xilanase de 

Aspergillus niger IZ9, crescido sobre bagago de cana, quimicamente tratado, como 

substrato. Os tratamentos foram: solugao de hidroxido de sodio a 4%, e solugao de 

hidroxido de sodio a 4%, acido fosforico p.a. e vapor. A produgao das enzimas 

celuloliticas (celulase total, endoglicanase e glicosidase) e xilanase foi observada nos 

bagagos tratados e nao-tratado. O tratamento com solugao de hidroxido de sodio a 4% 

promoveu maior indugao de sintese da maioria das enzimas, com excegao de 

glicosidase, a qual apresentou produgao semelhante para os bagagos tratados 

quimicamente. 

Rajeev et al. (2009) estudando a produgao da enzima celulase empregando T 

reesei RUT C30 em farelo de trigo, quimicamente tratado, como substrato, 

demonstraram que a celulase produzid atraves SSF por fungos podem ser utilizados zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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para hidrolise da biomassa com grande eficiencia, uma vez que obtiveram niveis 

apreciaveis de atividade de endoglucanase (0,45 U/mL) atraves do metodo CMCase. 

No estudo feito porzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Muhammad et al., (2009), e relatada a cinetica de produgao 

de uma celulase autogena utilizando a cepa de Aspergillus niger MS82, por fermentagao 

submersa, bem como por fermentagao em estado solido utilizando materiais 

lignocelulosicos. Os parametros de formagao do produto endoglucanase e p-glucosidase 

(QP + Yp / s) indicam que A. niger MS82 e capaz de produzir moderados a altos niveis 

de ambos (endoglucanase e p-glucosidase) quando cultivada em diferentes substratos 

naturais que contem carbono, por exemplo, gramineas, sabugo de milho, bagagos 

tratados. A maior produgao de celulase foi observada em pH 4,0 a 35°C, sob condigoes 

submersas. Crescimento e produgao enzimatiea foi afetada por variagoes na temperatura 

e pH. Neste estudo, o A. niger MS82 produziu altos niveis de celulases (0,43IU/mL) em 

gramineas, em comparagao com outros materiais naturais lignocelulosicos. 

Juhasz (2005) relataram sobre os niveis mais elevados de endoglucanase e p-

glucosidase de estirpe de Trichoderma reesei Rut C30 quando cultivada em materiais 

lignocelulosicos apos sete dias. Outros estudos com Trichoderma viride e Penicillium 

janthinellumare revelaram os niveis mais elevados de p-glucosidase e xilanase quando 

bagago foi utilizado em comparagao com celulose purificada, porem menor rendimento 

de FPase foi anotado no mesmo suporte. 

Victor et al. (2003) obtiveram 0,0743, 0,0573 e 0,0502 UI/mL de celulase 

dentro de 12h de fermentagao quando serragem, bagago de cana e sabugo de milho, 

respectivamente, foram utilizadas como substratos a partir de uma cepa de Aspergillus 

flavus. 

Krisztina et al. (2008), estudando sobre a preparagao e selegao de novos 

celuloliticos por cepa Trichoderma atroviride mutantante, para a produgao de celulases 

e p-glucosidases, observaram que a atividade celulolitica utilizando T, reesei Rut C30 

aumentou continuamente durante a fermentagao, atingindo o maximo em torno de 0,55 

FPU/mL (metodo FPase). Cepas mutantes produziram cerca de 0,45-0,6 FPU/mL, e 

atingiram os seus maximos apos 2-3 dias de fermentagao, enquanto que a cepa do tipo 

selvagem produziu apenas 0,25 FPU/mL. T reesei Rut C30 rendeu niveis muito baixos 

dezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA P-glucosidase (<0,1 Ul/ml), enquanto cepas mutantes produziram 4,5-8 UI/mL P-

glucosidase ja apos 3 dias de fermentagao. A atividade da endoglucanase das cepas 

mutantes foram um pouco maior (-160-180 EG/mL) do que a de Rut C30 (-130 

EG/mL). 
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2zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA.6 Aplicacao industrial das enzimas celuloliticas 

As celulases tem uma ampla variedade de aplicagoes industrials. Sao utilizadas 

como aditivo no prepare de enzimas digestivas, como componente de detergentes, no 

clareamento e amaciamento de fibras texteis, no tratamento de aguas residuais, na 

industria de alimentos para aumentar o rendimento da extracao de amido e oleos 

vegetais e como aditivos de racao animal (Bhat et al., 1997). 

A partir de 1980, as celulases foram introduzidas na industria textil e de 

detergentes, passando a ser um importante componente do mercado mundial de 

enzimas, vem sendo usadas tambem, muito eficientemente em detergentes enzimaticos 

biodegradaveis (Mitidieri et al., 2002). As celulases estao sendo produzidas 

comercialmente em cultivos submersos, contendo, como fonte de carbono e de inducao, 

a celulose (Bitencourt et al., 2002). 

Na industria alimentlcia, as celulases sao usadas em varios processos, 

principalmente, na extracao de: componentes do cha verde, proteina de soja, oleos 

essenciais, aromatizantes e do amido da batata doce. Essas enzimas participam, ainda, 

dos processos de produgao do vinagre de laranja, do Agar, na extragao e clarificagao de 

sucos de frutas citricas (Orberg, 1981). 

Atualmente, tem sido estudada a produgao de enzimas como a celulase para ser 

utilizada em processos de conversao de celulose em glicose para produgao de bioetanol 

secundaria. 

2.7 Fermentagao em estado solido 

A fermentagao do ponto de vista bioquimico e um termo geral que denota a 

degradagao anaerobia da glicose ou de outros nutrientes organicos em varios produtos 

(caracteristicos para diferentes organismos) para obter energia na forma de ATP 

(Lchninger et al., 2002). E um processo comumente desenvolvido por microrganismos 

(bacterias, fungos e leveduras) cujo desempenho depende muito da composigao do meio 

de cultura onde sao colocados (Schmidell et al., 2001), pois cada ser vivo responde de 

maneira unica ao ambiente, usando mecanismos fisicos ou quimicos para a formagao do 

produto desejado (Cooney, 1981). 

Fermentagao semi solida, fermentagao de substrato solido, fermentagao em 

estado solido, ou simplesmente FSS e o processo em que os microrganismos crescem 
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sobre ou dentro de particulas em matriz solida, onde o conteudo de liquido ligado a ela 

esta a um nivel de atividade de agua que assegure o crescimento e metabolismo das 

celulas sem exceder a maxima capacidade de ligacio da agua com a matriz solida, ou 

seja, e o processo no qual microrganismos crescem sobre materiais solidos, em ausencia 

"ou quase ausencia" de agua livre (DelzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Bianchi et al., 2001). 

As necessidades da FSS sao satisfeitas com menor infra-estrutura e recursos 

humanos qualificados relativamente menores alem de ser capaz de utilizar materias-

primas mais baratas para a produgao enzimatiea. Todas estas vantagens aumentam a 

economia deste tipo de fermentacao para a produgao da enzima. FSS tambem produz 

um produto mais concentrado, o que no caso de produgao de bioetanol, e muito 

vantajoso (Rajeev et al., 2009). 

A matriz solida pode ser classificada em duas categorias: 1) as particulas sao, ao 

mesmo tempo, suporte e substrato (materiais organicos e lignocelulosicos); 2) a matriz 

solida e apenas um suporte e deve ser acrescida de nutrientes. 

A ocorrencia da fermentagao em estado solido 6 mais antiga que o proprio 

homem, sendo, portanto, muito dificil precisar o inicio desta pratica pela atividade 

humana. Sabe-se, contudo, que varias formas de alimentos utilizando esse processo 

microbiano fazem parte da dieta de diversos povos ha muitos seculos, como por 

exemplo, na produgao de pao desde 2600 a.C. pelos egipcios; na produgao de molho de 

soja na China em 3000 a.C; na maturagao de queijos por fungos em 1000 a.C; na 

produgao de alcool etilico a partir de milho entre 1937 - 1949 (Araujo, 2004). 

Empregado primeiramente em paises do Oriente, na elaboragao de alimentos, e 

posteriormente na Europa e America. 

Ate a metade deste seculo, para o caso de fermentagao semi-solida, as pesquisas 

em torno da produgao de enzimas microbianas. Porem, para agilizar a produgao de 

penicilina, durante o periodo da Segunda Guerra Mundial, houve a opgao de 

desenvolver os processos que envolviam a fermentagao submersa em tanques 

profundos, negligenciando os processos em estado solido. 

No Japao, contudo, o processo traditional, que era realizado em bandejas de 

madeira ou bambu, foi sendo aperfeigoado. Projetaram-se incubadoras automatizadas 

com inoculagao, controle das condigoes ambientais, agitagao controlada do meio e 

recuperagao do produto final, utilizando-se tambem linhagens mutantes melhoradas. 

Esses fatos conduziram ao Japao a obtengao de uma tecnologia cada vez mais avangada, 

em termos de produgao por fermentagao em estado solido. 
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Nos paises do Ocidente, nos dias de hoje, diversos estudos est&o sendo 

realizados utilizando-se substrato solido, porem, em niveis industrials, o processo 

submerso continua sendo o principal sistema de geragab de produtos obtidos via 

fermentagao, sendo muito pouco o numero de empresas que empregam a FSS para estes 

fins. 

Embora a FSS tenha sido desenvolvida para a manufatura de produtos 

tradicionais, como alimentos e bebidas fermentadas, sua aplicagao, atualmente, tem se 

estendido as industrias farmaceuticas e bioquimicas, destacando-se alguns produtos e 

processos como enzimas, acidos organicos, etanol, biogas, antibioticos, surfactantes, 

toxinas, agentes de biorremediacao, cogumelos comestiveis, polissacarideos 

microbianos, biopesticidas, enriquecimento proteico de alimentos fermentados, pre-

digestoes de racoes animais e variagoes dos tradicionais alimentos fermentados. De uma 

forma geral, a aplicagao comercial dos processos de fermentagao era estado solido pode 

ser dividida em dois tipos: 1) aplicagoes socio-economicas como compostagem de 

residuos, ensilagem e aproveitamento de residuos agroindustriais; 2) aplicagoes 

lucrativas, economicamente, como produgao de enzimas, acidos organicos e alimentos 

fermentados. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

2.8 Fatorcs que influenciam o processo 

Segundo Gutierrez et aL (1997) todos os processos de fermentagao em estado 

solido, necessitam das seguintes etapas: selegao cuidadosa da materia-prima ou 

substrato, escolha de um microrganismo especilico e controle dos parametros da 

fermentagao propriamente dita. 

Os principals fatores que afetam a sintese microbiana de enzimas em um sistema 

de FSS incluem: selegSo de um substrato satisfatorio e microrganismo; pre-tratamento 

do substrato; tamanho de parricula (espago inter-particula e area superficial) do 

substrato; umidade e atividade de agua (aw) do substrato; temperatura e pH da 

fermentagao; periodo de cultivo; manutenglo de uniformidade no ambiente do sistema 

em FSS, taxa de consumo de oxigenio (Pandey et al., 1999). 

Segundo Del Bianchi et al., (2001) e Pandey et al., (2001), o controle de 

determinadas variaveis se faz necessario para a obtengao de produtos com 

caractcristicas constantes e uniformes. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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2.8.1 Umidade e Atividade de agua 

O teor de umidade do substrato e um dos principals parametros que influencia o 

sucesso de uma fermentacao em estado solido. 

ParazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Murthy et al. (1993), o teor de umidade inicial e um dos fatores que mais 

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

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

substrato se dilate, facilitando assim, a penetracao do micelio para a utilizacao do 

substrato. 

A natureza do substrato, as necessidades do microrganismo utilizado e o tipo de 

produto final desejado sao os principals fatores que determinam o grau de umidade que 

o substrato devera ter ao longo da fermentacao. 

Um substrato apropriadamente umedecido deve ter um filme superficial de agua 

visando facilitar a dissolucao e transferencia de massa de nutrientes e de oxigenio. 

Porem, entre as particulas devem exlstir canals que permitam a difusao de gases e a 

dissipacao de calor. 

Assim, se o nivel de umidade for elevado, implicara no decrescimo de 

porosidade do substrato e ira resultar em uma menor difusao de oxigenio no interior do 

meio e conseqiientemente decrescimo de trocas gasosas, alem de aumentar o risco de 

contaminacao, principalmente a bacteriana (Losane et al., 1985). Para niveis de 

umidade menores que o necessitado, havera maior dificuldade na difusao de nutrientes, 

resultando em um crescimento do microrganismo menor do que o possivel e esperado e, 

conseqiientemente, com menor produgao do produto desejado, lembrando que, a um 

teor de umidade abaixo de 12%, nao ha desenvolvimento microbiano. 

O teor de umidade na FSS pode variar entre 18 e 85%, sendo ele estipulado em 

funcao do poder de absorcao do substrato. A umidade otima para o cultivo do 

microrganismo em FSS e dependente da capacidade do substrato em reter agua. Por 

exemplo, o nivel de umidade otimo para o cultivo de Aspergillus niger em arroz e de 

40%. entretanto, para polpa de cafe e de 80%. O requerimento de agua pelo 

microrganismo deve ser defmido em termos de atividade de agua do meio em lugar da 

umidade do substrato solido (Doelle, 1996). 

A atividade de agua do meio e o parametro que fornece a quantidade de agua 

nao ligada viavel a disposicao dos microrganismos. Ela e definida como a razao entre a 
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pressao de equilfbrio de vapor do substrato em relagao a agua pura, a mesma 

temperatura e e definida de aeordo com a expressao a seguirzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Ramana et al., 1993). 

P 

Onde: 

aw = atividade de agua 

P = pressao de vapor da agua contida na solugao ou no alimento 

Po = pressao de vapor da agua pura, a uma dada temperatura 

A atividade de agua esta relacionada a quantidade de agua disponivel para o 

desenvolvimento do microrganismo (agua livre). O teor de agua do meio (umidade) 

revela a concentracao de agua existente em determinado material, sendo expresso 

normalmente em termos percentuais. 

Assim, cada microrganismo tem um nivel de aw minimo para que possa efetuar 

suas atividades metabolicas. Em termos gerais, por exemplo, os fungos possuem uma 

atividade de agua minima de 0,7. No caso do Aspergillus niger, a quantidade minima de 

atividade de agua necessaria a sua sobrevivencia e 0,77 (Afonso Junior et al., 2003); 

Lcitao (1997). 

O estudo da atividade de agua pode ser feito atraves de isotermas de sorcao 

(dessorgao e adsorgao), que permitem a determinagao do valor da monocamada de agua 

ligada no substrato. Estudos realizados por pesquisadores afirmam que nao se deve 

retirar agua em quantidade inferior a monocamada, por este ser o limite abaixo do qual 

se inicia uma serie de reacoes quimicas indesejaveis no substrato. 

Segundo Fennema (1996), as isotermas de sorgao podem ser representadas 

graficamente relacionando a umidade de equilibrio expressa em massa de agua por 

unidade de massa de materia seca com sua atividade de agua a temperatura constante. 

As isotermas podem ser de adsorgao, onde o material passa pelo processo de 

umedecimento, ou de dessorgao, processo pelo qual ocorre a secagem do material. 

O controle da umidade na fermentagao semi-solida pode ser utilizado para 

modificar a produgao e excregao de metabolitos (Pandey, 1992). O metabolismo dos 

microrganismos e fortemente influenciado pelas condigoes de atividade de agua e zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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atraves do seu controle, pode-se regular a fermentacao e formar condicoes favoraveis 

para a biossintese do produto desejadozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Pandey et al., 2001). 

Existem diversas equacoes disponiveis na literatura que descrevem a relacao 

entre a atividade de agua e o conteudo de umidade a uma determinada temperatura em 

alimentos, entao, com o objetivo de prever o comportamento das isotermas, foram 

propostos por varios autores diversos modelos de ajuste de isotermas de sorgao, que sao 

uteis no conhecimento das caracteristicas do produto. Para o ajuste dos dados 

experimentais das isotermas de sorgao, e necessario utilizar modelos matematicos e 

fazer a correspondencia entre o teor de umidade em equilibrio do produto analisado 

(Xeq) e a atividade de agua (aw). 

Apesar de suas limitagoes, com alcance restrito de atividade de agua (0,3 - 0,4) 

(Timmermann et al., 2001), o modelo de Brunauer, Emmett and Teller (BET), (Tabela 

2), e ainda usado para o calculo do valor da umidade na monocamada por ser 

recomendada pela IUPAC (Uniao International de Quimica Pura e Aplicada) 

(Timmermann, 2003). O modelo de Guggenheim, Anderson e de Boer (GAB), (Tabela 

2) e considerado adequado para representar os dados experimentais na faixa de 

atividade de agua (0,1 - 0,9) de interesse mais pratico em alimentos (Iglesias & 

Chirife, 1995). 

Tabela 2- Modelos matematicos para o ajuste de isotermas 

Modelos Equacao 

BET 

GAB 

nzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA+l l-(n + l)x(qwy xnxjaj 

XE = 
XM x C x K x aM 

(\ - Kxaw)x(\ - K xaw + Cx Kxaw) 

(1) 

(2) 

Em que: 

XE - umidade de equilibrio (base seca) 

aw - atividade de agua 

XM - umidade na monocamada molecular 

CB - constante de BET 

C - constante reiacionada ao calor de sorgao da camada molecular 

K - fator de corregao das propriedades das moleculas na multicamada 

n - numero de camadas moleculares 
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2.8.2 pH zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

O controle do pH durante a FSS, embora este seja um dos parametros mais 

criticos, dificilmente sera conseguido devido a heterogeneidade e a consistencia do 

material. Como tentativa de amenizar o efeito de uma variacao brusca do potencial 

hidrogenionico, utilizam-se substratos com boa capacidade tamponante ou a adigao de 

solueoes-tampao durante a etapa de umidificagao do substrato (Losane et al., 1985). 

O pH e um fator importante em qualquer processo biologico, havendo valores 

mini mo, otimo e maximo de pH para o desenvolvimento de cada microrganismo 

(Perazzo Neto, 1999). De acordo com Franco et al. (2001), o pH em torno da 

neutralidade (entre 6,5 e 7,5) e o mais favoravel para a maioria dos microrganismos. 

Ainda comenta que os bolores podem se multiplicar em valores de pH mais baixos que 

as leveduras, sendo estas mais tolerantes que as bacterias a valores baixos de pH, onde 

os valores de pH otimo para a multiplicacao de Aspergillus niger e entre 3 e 6. 

O pH de um cultivo varia devido as reagoes que ocorrem durante as atividades 

metabolicas do microrganismo. Quando acidos organicos sao secretados, como acidos 

acetico ou lactico, causam o decrescimo do pH. Entretanto, o consumo destes acidos 

quando presente no meio causa o aumento do pH. A utilizacao de fonte de nitrogenio 

causa variagao de pH. Com sais de amonia o pH geralmente decresce durante o 

crescimento ceiular, devido a formacao do ion hidrogenio durante o consumo da 

amonia. Quando nitrato serve de fonte de nitrogenio o pH tende a subir (Doelle, 1996). 

Muhammad et al., (2009) observaram que o maior pico de endoglucanase foi 

obtido quando A. niger MS82 foi cultivado em 30 e 35°C com um pH inicial do meio 

igual a 4. A producao da enzima diminuiu drasticamente com o pH igual a 5 e se 

manteve aproximadamente constante ate 7. O pico de endoglucanase diminuiu 

ligeiramente quando a temperatura de incubagao foi de 25°C; no entanto, o nivel da 

enzima continuou a diminuir com o aumento do pH do meio. Um aumento na 

temperatura de incubagao para 40°C afetou drasticamente a produgao de endoglucanase 

em todos os pH.Ja para a p-glucosidase, os niveis mais elevados foram obtidos em 25°C 

e pH 4, e diminuiu drasticamente com um aumento do pH do meio para 5, continuando 

a diminuir com o aumento do pH para 7. Fiouve uma ligeira redugao na taxa de 

produgao, quando a temperatura de incubagao foi de 30°C e 35°C. A produgao dezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA P-

glucosidase foi drasticamente afetada a 40°C e continuou a diminuir com um aumento 

no pH e tornou-se insignificante com pH 7. 
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Xiong et. al. (2004)zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA relataram que houve uma correlacao entre o pH inicial do 

meio e picos de celulase por Trichoderma reesei Rut C-30. Foi relatado que 

Trichoderma reesei Rut C-30 apresentou maior produgao de celulases, quando o pH do 

meio contendo lactose foi ajustado para 4,0-4,5. Este estudo sugere tambem que o pH 

acido (4,0) do meio induz a producao de celulases. 

2.8.3 Temperatura 

A temperatura afeta diretamente o crescimento microbiano e a formagao de 

produto. 

As atividades metabolicas dos microrganismos e a altura da camada do substrato 

podem produzir uma grande quantidade de calor durante o processo de fermentagao 

levando a um aumento de temperatura e prejudicando o processo. Como a temperatura 

afeta diretamente a germinagao dos esporos, o crescimento e a esporulagao dos 

microrganismos e a formagao de produto, o calor produzido devera ser imediatamente 

dissipado, para que o aumento da temperatura nao prejudique a fermentagao desejada. 

Isso pode ser efetuado com a introdugao de ar comprimido atraves do meio de cultura, 

com o controle da temperatura da sala ou do equipamento onde ocorre a fermentagao, 

ou pelo sistema de camisas de refrigeragao em torno do fermentador com circulagao de 

agua refrigerante (Losane et al., 1985). 

Remover calor por evaporagao e o metodo mais eficiente e pode remover 80% 

do calor gerado. No entanto, a perda de umidade nesta escala representa um serio 

problema na FES onde o conteiido de umidade ja e baixo. Neste caso, o resfriamento 

por evaporagao pode ser acompanhado por reposigao de umidade. 

No initio da fermentagao, tanto a temperatura como a concentragao de oxigenio, 

sao os mesmos em qualquer ponto do leito. No entanto, com o progresso da 

fermentagao, o oxigenio se difunde, permitindo que as reagoes metabolicas acontegam, 

fato que, por sua vez, libera calor, o qual nao e facilmente dissipado devido a baixa 

condutividade termica do substrato e a dificuldades na condugao atraves do leito da 

fermentagao. Sendo assim, sao formados gradientes de temperatura e de concentragao 

de oxigenio, que podem se tornar excessivos dependendo dos parametros de controle do 

sistema. Nesse caso podem ser formadas zonas de alta temperatura e baixa concentragao 

de oxigenio, que afetam negativamente a produtividade em termos de formagao de 

biomassa e metabolites desejaveis (Palma, 2003). 
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Existe uma temperatura minima, abaixo da qual o microrganismo nao se 

desenvolve, uma temperatura otima na qual o crescimento microbiano e maximo e uma 

temperatura maxima, acima da qual nao ha crescimento microbiano. A grande maioria 

dos microrganismos e mesofila, ou seja, a temperatura otima de multiplicacSo ocorre 

entre 25 e 40°C). No caso da produgao de proteina com o Aspergillus Niger,zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Del 

Bianchi et al. (2001) observaram os maiores resultados ocorrem a 35°C, ja a 45°C, 

ocorre uma perda sensivel na eficiencia do processo. 

2.8.4 Aeracao 

Sabe-se que para um bom rendimento e uma rapida fermentagao em substrato 

solido, e necessario o uso de uma grande area superficial do meio de cultura no qual o 

microrganismo pode se desenvolver em contato com o ar. Na maior parte dos processos, 

tanto era nivel Iaboratorial como industrial, a oxigenagao do meio e realizada pela 

introdugao de ar esterilizado sob pressao no equipamento de fermentagao. 

O volume ocupado pelo microrganismo dentro do substrato depende das 

caracteristicas do substrato e da umidade. A umidade deve ser otima, se for muito alta 

os espagos nulos ficam cheios de agua e o ar e impulsionado para fora, criando 

anaerobiose. Por outro lado, se a umidade for baixa, o crescimento de microrganismos 

sera dificultado. A transferencia de oxigenio inter-particulas pode ser alcangada pela 

mistura e aeragao do meio, sendo a eficiencia influenciada pela fragab nula e a umidade 

do substrato solido. Porem, para valores altos de fracao nula, a mistura e aeragao nao 

sao suficientes para oxigenar a celula, comprometendo, dessa forma, seu crescimento. 

Del Bianchi et al. (2001) comenta que existem diferentes formas de se obter 

uma movimentagao interna do ar no substrato, proporcionando uma melhor 

transferencia de oxigenio, utilizando-se material poroso mediamente granulado ou 

fibroso e pelo uso de uma pequena espessura da camada de substrato. Afirmam ainda, 

que a quantidade de ar esteril a ser introduzido no processo fermentativo depende da 

natureza dos microrganismos bem como da espessura da camada de substrato, dentre 

outros parametros. 

Correia (2004) citou que a aeragao cumpre fungoes basicas como manter 

condigoes aerobicas; eliminar o dioxido de carbono formado; regular a temperatura do 

substrato; ajustar o nivel de umidade. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Os sistemas de FSS tem carater heterogeneo e a transferencia de oxigenio e 

limitada por um filme liquido na superficie do substrato. Como nao existe agua livre no 

meio, a area interfacial e a pressao partial de oxigenio tornam-se fatores cruciais. A 

transferencia de oxigenio acontece, fundamentalmente, em duas instancias: 

transferencia inter-particulas e transferencia intra-particulas. 

A maioria dos cultivos semi-solidos permite o livre acesso do oxigenio 

atmosferico ao substrato, ja que o oxigenio e capaz de se difundir, com rapidez, pelo 

filme liquido superficial formado nas particulas do substrato. 

A passagem de ar atraves do leito permite elevadas taxas de crescimento e 

produtividade, mas, pode levar ao desenvolvimento do fenomeno de secagem que faz 

com que a transferencia de nutrientes e metabolites sejam lentas ou nulas, que a pressao 

osmotica do meio aumente e se acelere o processo de esporulacao. Para controlar ou 

minimizar este problema, o ar deve ser saturado em vapor de agua ou proximo da 

saturagao. 

De acordo comzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Doelle (1996), a taxa de aeragao otima nos processos de FSS e 

determinada pela natureza do microrganismo usado, do requerimento particular de 

oxigenio para o crescimento e sintese de produtos, da quantidade de calor metabolico 

gerado, do grau de C0 2 e outros metabolites volateis que devem ser eliminados, da 

espessura e densidade aparente do meio e da umidade. 

De acordo com Thiemann (1985) a fermentacao semi-solida necessita de quatro 

a cinco vezes mais oxigenio que a fermentacao submersa. 

2.8.5 Microrganismo 

Pandey (1992) indica que os processos por fermentacao em estado solido podem 

utilizar tanto os microrganismos no seu estado natural como na forma de culturas puras 

individuals ou, mais raramente, na forma de culturas mistas. 

A Trichoderma celulases, que e a cepa mais amplamente estudada para 

produgao de celulases, tem apresentado varias desvantagens, e tentativas para utiliza-Ia 

em algumas bioconversoes nao foram bem sucedidas por diversas razoes 

tais como: baixa produtividade enzimatiea, baixa atividade especifica e inibicao do 

produto final; e uma das razoes que tem sldo relatada para baixos rendimentos 

enzimaticos, e a repressao da enzima biosintetizada devido a celobiose, um vez que zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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TrichodermaszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA sao geralmente deficientes emzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA P-glucosidase, portanto a celobiose 

acumula e reprime a biossintese da enzimazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Mahesh et. al., 2009). 

Devido aos baixos niveis de agua no sistema, os fungos filamentosos tem 

recebido a maioria das atencoes nas atuais pesquisas, pois apresentam maior capacidade 

de crescimento na ausencia de agua livre, uma vez que se adequam ao meio e excretam 

grandes quantidades de enzimas nestas condigoes. 

O proprio modo de crescimento dos fungos gera uma vantagem sobre os 

microrganismos unicelulares. A combinacao de prolongamento da regiao apical e a 

geracao de novas hifas permitem aos fungos uma rapida colonizacao dos substratos 

solidos, alem de uma melhor utiltzacao dos nutrientes disponiveis. De forma 

coordenada ao crescimento, os metabolicos excretados pelo microrganismo permitem a 

penetragao das hifas nas particulas solidas, o que aumenta o contato e a disponibilidade 

dos substratos macromoleculares, bem como a assimilacao e metabolizacao dos 

nutrientes (Pinto, 2003). 

Na FSS o crescimento acontece pela extensao das pontas das hifas sobre a 

superficie solida, sendo a direcao e a velocidade do crescimento determinadas pela 

disponibilidade dos nutrientes, bem como pelas caracteristicas do substrato (Losane et 

al., 1985). As hifas crescent ao longo da superficie da partlcula solida umida utilizando 

o filme liquido como fonte de umidade e nutrientes e os poros do substrato como espaco 

para o crescimento em busca de novos nutrientes. 

Como todo processo fermentativo, a escolha do microrganismo adequado e uma 

peca chave no sucesso da produgao desejada. Por exemplo, a cultura de Aspergillus 

niger tem a capacidade de produzir 19 tipos diferentes de enzimas, dependendo da 

inducao e/ou do substrato utilizado (Pandey, 1992). 

Neste sentido, a fermentagao em estado solido tem se mostrado apta a realizar 

varios tipos de transformagoes, seja ela por fungos, bacterias ou leveduras, e o que ira 

determinar a escolha da linhagem mais apropriada, durante a fase de selegao de 

microrganismos, sera o estudo detalhado do processo, visando obter o melhor meio de 

cultura e as melhores condigoes ambientais da fermentagao, principalmente no que se 

refere a temperatura e a umidade do sistema. 

Raghavarao et al. (2003) comentam que bacterias e leveduras crescem em 

substrato solido com um teor de umidade entre 40-70%, como na compostagem ou na 

ensilagem aerobica ou anaerobica, mas o crescimento e propagagao das celulas ricas em 

protelnas sempre necessitam de agua livre. 
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2.8.5.1 Inoculo zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Mudgett citado por Perazzo Neto (1999) comenta que e neeessario otimizar a 

concentragao de inoculo nas fermentacoes em substrato solido, uma vez que uma baixa 

concentragao de inoculo pode favorecer o desenvolvimento de microrganismos 

indesejaveis e formar pouca biomassa. Por outro lado, um inoculo com elevada 

concentragao de esporos pode exaurir o meio para a formagao de biomassa, reduzindo a 

quantidade de produto desejado. O autor ainda relata que, caso se deseje a produgao de 

biomassa e recomendado o emprego de inoculo elevado para evitar contaminantes, no 

entanto, deve-se ter cuidado para nao elevar muito o custo de produgao com a 

preparagao de inoculo. 

Zila et. ai. (2000) visando ajustar metodologia de produgao de inoculo, isolaram 

o fungo Alternaria cassiae, selecionado como agente para biocontrole de fedegoso 

(Senna obtusifolia), estudado quanto ao crescimento micelial e esporulagao em 

diferentes meios de cultura e condigoes de cultivo. Meio V-8 caseiro sem adigao de 

CaC03, incubagao em volume de 200-250 m l de meio (cerca de 50% do volume do 

frasco), periodo de 48 horas de agitagao a 250 rpm, seguida de exposigao da massa 

micelial em escuro continuo foram as condigoes que se mostraram mais adequadas para 

a produgao de inoculo em larga escala. A esporulagao foi favorecida por incubagao da 

massa micelial a 25°C. A adogao de 300 mL de massa fungica por bandeja (29,9 x 44,5 

x 5,0 cm) possibilitou secagem rapida, assegurando a integridade dos conidios, refletida 

na maior infectividade do inoculo produzido. 

Del Bianchi et al. (2001) estudando a produgao de acido citrico por fermentagao 

semi-solida com o Aspergillus niger, inocularam uma suspensao na concentragao de 2 x 

106 esporos/g substrato, e verificaram que apos 4 a 6 dias houve uma conversao de 80%. 

Perazzo Neto (1999) estudando o enriquecimento proteico da algaroba 

(Prosopis juliflora) e da palma forrageira (Opuntia ficus-indica) utilizou uma suspensao 

de esporos de Aspergillus niger IA-UFPE 2003 em agua destilada, proporcionando uma 

concentragao de ±10 5 esporos/mL. Para cada quilo de substrato triturado foi inoculado 

30()mL da suspensao de esporos, correspondendo a ±107 esporos/kg de substrato. 

2.8.5.2 Aspergillus zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Millena Barbosa Ribeiro Tavares, 2009 

30 



Capitulo 2 - Revisao Bibliografica zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Um grande numero de microrganismos sao capazes de produzir celulases, no 

entanto, os fungos sao considerados mais ativos que os demais. Diferentes cepas 

pertencentes a Trichoderma sp. tem sido amplamente estudadas a este respeito. Uma 

serie de estudos revelaram que Aspergillus sp. produzem quantidades relativamente 

grandes de endoglucanase ezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA P-glucosidase, mas os baixos niveis de exoglucanase, 

juntamente com elevados niveis de proteina o tornam um organismo ideal para 

aplicagoes industrials. Estudos conduzidos porzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA lyayi (2004) e Kang et al. (2004) 

revelaram niveis mais elevados de produgao de celulases por cepas autogenas. 

Kang et al. (2004) relataram que a cepa de A. niger KK2 pode produzir 

celulases em fermentagao semi-solida. Outros estudos sobre a fermentagao dos produtos 

agroindustriais, pelo A. niger, A. flams e Penicillium sp., levou a uma conclusao de que 

as linhagens de A. niger sao melhores degradantes de celulose em substratos naturais 

brutos. 

Existem cerca de 200 especies de Aspergillus, comumente isolados do solo, de 

plantas em decomposigao e do ar. As especies de Aspergillus produzem um grande 

numero de enzimas extracelulares muitas das quais sao aplicadas na biotecnologia 

(Wainwright, 1995). Dentre as especies mais conhecidas encontram-se o Aspergillus 

flavus, A. niger, A. awamori, A. oryzae, A. nidulans, A. fulmigatus, A. clavatus, A. 

glaucus, A. ustus eoA. versicolor. 

De acordo com Castilho (1997), os fungos filamentosos, em especial do genero 

Aspergillus (Aspergillus niger, Aspergillus oryzae e Aspergillus weniii) possuem corpos 

de frutificagao com conidioforos contendo vesiculas terminals arredondadas, recobertos 

de esporos nas extremidades das hifas. 

O Aspergillus niger, como sugere seu nome, e um fungo filamentoso negro 

comumente denominado como "mofo negro" (Wainwright, 1995). De acordo com 

Prado (2002), o A. niger apresenta como caracteristicas particulares colonias brancas a 

arnarelo palido, mas rapidamente forma milhares de esporos. Os conidios (esporos) sao 

esfericos, medem de 3 a 5 urn e tornam-se ragosos ao atingir a maruragao. O A. niger 

apresenta hifas fmas, septadas e conidioforas com vesiculas recobertas por conidios 

negros, podendo ser visualizado atraves de micrografia eletronica conforme apresentado 

na Figura 7. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Perazzo Neto (1999)zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA afirma que o Aspergillus niger e o genero mais comum dos 

fungos filamentosos, alem de ser um dos mais bem estudados. As especies que compoe 

este genero tern amplazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA distribui9ao mundial estando presente na superficie, no ar e na 

agua, tanto em organismos vegetais bem como em animais, alem de estarem associadas 

com a deteriora9ao de materials vegetais e alimentos, principalmente em regioes de 

clima tropical e sub-tropical. Muitas das especies de Aspergillus sao utilizadas para a 

obten9ao de enzimas, na biossintese quimica e na transforma9ao de compostos. Ha 

especies patogenicas para o homem, para os animais e ha aquelas que durante seu 

metabolismo produzem toxicos. A taxonomia atual reconhece 150 especies do genero 

Aspergillus, entretanto somente 30 destas sao bem definidas e atualmente facilmente 

distinguiveis (Rosa et al., 2002). 

As colonias geralmente tern crescimento rapido e exuberante, inicialmente sao 

brancas, amarelas, passando para marrom ou para o negro. A colonia e composta por 

micelio aereo com conidioforos eretos, densamente distribuidos sobre a superficie do 

meio e farta produ9ao de conideos. 

O uso de Aspergillus niger em processos fermentativos apresenta algumas 

vantagens em rela9ao a outros fungos, como facilidade de manipula9ao, habilidade em 

fermentar uma grande variedade de materias-primas de baixo custo e produzir 

rendimentos elevados de bioprodutos (Spier, 2005). 

Por esses motivos, e um fungo filamentoso muito importante economicamente, 

sendo utilizado em fermenta96es industrials para produ9ao de varias substancias 
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(Pelczar, 1998; De Paula, 1996),zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA tais como: endoglucanase a partir de farelo e palha de 

trigo (Jecu, 2000), acidos organicos, flavor e compostos de aroma a partir de bagaco de 

mandioca (Pandey et al., 2000), pectinase a partir de farelo de trigo e soja, casca de 

laranja e maca e borra de cafe (Trindade et al., 1996; Dartora, 2000; Rizzatto et al., 

2001, Diaz-Godinez et al., 2001), invertase (Montiel-Gonzalez et al., 2004), feruloil 

esterase (Asther et al., 2002), acido citrico (Peter et al., 2001), protease (Gouka et al., 

1997; Papagianni et al., 1893), enzimas amiloliticas tais como amilase 34 (Bryjak, 

2003) e glucoamilase (Bryjak, 2003; Polakovic, 2004; Sanjay & Sugunan, 2005; 

Silva et al., 2005) e varias outras enzimas, as quais tern sido avaliadas, aceitas e 

regulamentadas para o consumo diario pela Organizacao Mundial de Saude - OMS 

(Wikipedia, 2006). Relatos ainda descrevem vantagens no perfil de producao de 

enzimas por Aspergillus niger em FES quando comparadas com a fermentacao 

submersa, incluindo aumento na produtividade (Aguilar et al., 2001; Diaz-Godinez et 

al., 2001) bem como aumento na estabilidade das enzimas secretadas (Loera et al., 

1999). 

Aspergillus niger e fonte de celulase destinada ao uso alimenticio e Trichoderma 

viride e usado para aplicacoes nao alimenticias, embora ambas enzimas possam cumprir 

muitas tarefas. Suas enzimas sao concentradas e parcialmente purificadas antes de 

serem comercializadas (Bigelis, 1993). Segundo Gokhale (1986) Aspergillus niger 

pode ser considerado, algumas vezes, superior aos outros fungos, reconhecidamente 

bons produtores dos complexos celuloliticos e hemiceluloliticos, como Trichoderma 

viride. 

2.8.6 Substrato 

O termo fermentacao em estado solido remete a ideia de dois tipos de materials 

insoliiveis em agua, sobre os quais os microrganismos irao crescer: quando o suporte 

solido atua, ele proprio, como fonte de nutrientes e no caso em que os nutrientes sao 

soluveis em agua e os microrganismos estao aderidos a uma matriz solida, inerte ou 

nao, que ira absorver o meio de cultura liquido. A maioria dos processos utiliza o 

principio em que o suporte solido atua tambem como fonte de nutrientes. 

O substrato pode ser usado na forma natural ou sintetica, dependendo do 

processo que se quer realizar, da facilidade de se obter determinadas materias-primas ou 

dos resultados desejados (Pandey et al., 1999). 
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De forma geral, os materials utilizados sao provenientes de materias-primas, 

produtos e/ou residuos agroindustriais, sendo que, estes ultimos tern sido a preferencia 

nas pesquisas devido ao baixo ou nenhum valor comercial. 

O substrato ou matriz solida deve ter algumas caracteristicas que possibilitem o 

maior rendimento do processo. A principal peculiaridade e o alto grau de acessibilidade 

do microrganismo a todo o meio e, para tanto, de suas caracteristicas mais importantes 

destacam-se a porosidade, que fornece a capacidade de absorcao de agua que facilita o 

transporte de enzimas e metabolitos por entre o meio e os microrganismos; o tamanho e 

formato das particulas. Quanto menor o tamanho das particulas maior sera a area 

superficial e, consequentemente, maior o grau de transformacao. O processo necessita 

ter uma granulometria que permita a circulacao do ar por entre a massa e a dissipacao de 

gases e calor produzidos, os quais poderiam vir a prejudicar o rendimento do processo. 

Muitos substratos solidos sao complementados com fontes soluveis de 

nitrogenio durante a sua preparacao, ja que o nitrogenio e um nutriente importante no 

desenvolvimento microbianozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Mitchell et al., 2000). Muitos fungos obtem o nitrogenio 

a partir de fontes inorganicas, como nitratos e sais de amonia. Porem, algumas especies 

exigem substratos nitrogenados organicos. 

Em boa parte dos estudos dobre FSS, o substrato necessita de um pre-tratamento 

para se adequar as condicoes necessarias ao crescimento e a producao de metabolitos 

pelos microrganismos. Sao eles: esmagamento, quebra, moagem e peneiramento para 

obter uma granulometria mais adequada ao processo; suplementacao de nutrientes e 

correcao de pH visando suprir a falta de algum nutriente ou adequar as condicoes de 

crescimento microbiano; hidrolise acida ou alcalina de material celulosico para 

favorecer a atuacao enzimatica; embebicao no intuito regular o teor de umidade inicial 

do processo; vaporizacao ou aquecimento para expansao do substrato; adicao de agente 

seqiiestraste com o objetivo de remover ions metalicos do meio, que podem reduzir o 

rendimento do processo; esterilizacao que visa a reducao ou eliminacao de 

contaminacoes (Oshima & Church, 1923). 

Um problema que pode surgir quando da atividade em larga escala para a 

obtencao de um bioproduto por FSS e o descarte ou o aproveitamento do residuo 

gerado. Segundo Roussos et al., (1992), tem-se sugerido a utilizacao do residuo na 

geracao de biogas, de racao animal, disposicao em aterro sanitario e fabricacao de 

chapas e papeis, sem, porem, haver uma pesquisa concreta da viabilidade de cada 

aplicacao. 
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2.8.7 Tamanho da particula zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

O tamanho e a forma da particula afetam a relacao area superficial e volume da 

particula, o tamanho e a forma dos espacos vazios entre as particulas (Mitchell et al., 

2000). Geralmente, particulas menores do substrato oferecem area superficial maior 

para o ataque microbiano. Porem, uma particula de substrato muito pequena pode 

resultar em aglomeracao do substrato que pode interferir na respiracao microbiana e 

podendo resultar em pouco crescimento. Ao contrario, particulas maiores oferecem 

melhor aeracao devido aos espacos entre as particulas, limitam a superficie para ataque 

microbiano. Isto necessita um tamanho de particula para um processo particular 

(Pandey et al., 1999). Segundo Mitchell et al. (2000) o tamanho otimo da particula 

deve favorecer o acesso aos nutrientes e disponibilizacao de oxigenio. 

2.8.8 Pre-tratamento 

Os polissacarideos (celulose e hemicelulose) presentes na biomassa 

lignocelulosica precisam ser hidrolisados com acidos ou enzimas, a fim de liberar 

acucares fermentaveis. Em muitos processos enzimaticos de conversao dessa biomassa 

em etanol e outros produtos quimicos, uma etapa de pre-tratamento e necessaria para 

quebrar parcialmente a estrutura da lignina e para solubilizar os polissacarideos. Muitos 

processos de pre-tratamento requerem equipamentos caros e grandes quantidades de 

energia. Nos processos fisicos, o gasto energetico pode fazer a conversao de 

holocelulose economicamente inviavel. Alem disso, em pre-tratamentos efetuados por 

explosao a vapor, a glicose liberada a partir da celulose pode ser degradada em 5-

hidroximetilfurfural e acidos formico e levulinico, enquanto pentoses liberadas da 

hemicelulose podem ser convertidas em acido formico e furfural. Esses produtos agem 

como inibidores nas fases posteriores de hidrolise enzimatica e fermentacao. Pre-

tratamentos quimicos tern varias desvantagens, como a necessidade de equipamentos 

feitos com materials anti-corrosivos, extensa lavagem da biomassa e, 

consequentemente, a geracao de residuos com os reagentes. Pre-tratamentos biologicos 

utilizando um metodo eficiente e ambientalmente correto para a remocao de lignina tern 

sido reportados em estudos recentes (Camassola & Dillon, 2009) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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De acordo comzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Del Bianchi et al. (2001), o substrato necessita de um pre-

tratamento para se adequar as condicoes requeridas para o crescimento e metabolismo 

dos microrganismos, e facilitar a atuacao dos microrganismos sobre o meio, tais como: 

1) Esmagamento, quebra, moagem e peneiramento visando obter uma granulometria 

mais adequada ao processo; 

2) Suplementacao de nutrientes e correcao de pH, para suprir a deficiencia de algum 

nutriente ou adequar as condicoes de crescimento microbiano; 

3) Hidrolise acida ou alcalina de material celulosico, buscando favorecer a atuacao 

enzimatica; 

4) Embebicao, para regular o teor de umidade inicial do processo; 

5) Vaporizacao ou aquecimento, visando a gelatinizacao ou inchamento do substrato; 

6) Adicao de agente sequestrante, com o objetivo de remover ions metalicos, que podem 

reduzir o rendimento do processo; 

7) Processo de esterilizacao, buscando reduzir ou eliminar possiveis contaminacoes. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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3. MATERIAIS E METODOS 

Realizacao do trabalho zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Engenharia Bioquimica da 

Unidade Academica de Engenharia Quimica da Universidade Federal de Campina 

Grande (UFCG). 

A metodologia empregada foi baseada em estudos anteriores realizados no 

Laboratorio de Engenharia Bioquimica da Unidade Academica em Engenharia Quimica 

(UAEQ) da UFCG. Este laboratorio ja vem desenvolvendo pesquisas utilizando 

residuos agroindustrias como materia-prima em fermentacao semi-solida tais como: as 

cactaceas palma forrageira e mandacaru sem espinho para producao de enriquecidos 

nutricionais para racao animal e os bagacos de caju e de maracuja para producao de 

enzimas pectinoliticas. Dessa maneira as metodologias empregadas foram as mesmas ja 

utilizadas nas pesquisas que vem sendo desenvolvidas realizando-se adaptacoes quando 

necessarias para a execucao do presente projeto. 

3.1 Preparo do substrato 

Foi utilizado o residuo agroindustrial do pedunculo do caju, adquirido da 

industria de producao de sucos, Frutnat, localizada na cidade de Campina Grande, 

Paraiba. 

O bagaco foi descongelado e uma parte do material foi lavado em agua corrente 

para remover alguma substantia remanescente do processo de beneficiamento industrial 

e distribuido em bandejas de aluminio previamente forradas com sacos plasticos e 

deixadas em estufa de circulacao de ar por um periodo de 15 horas para remover a 

umidade residual, obtendo-se uma secagem completa ate massa constante. Apos a 

obtencao da massa invariavel, as amostras foram distribuidas em beckeres e colocadas 

no dessecador ate atingir temperatura ambiente. Estas porcoes do bagaco do caju foram 

moidas, para reduzir o tamanho, divididas em sacolas plasticas do tipo ZIP-PLOT e 

armazenadas em estojo termico contendo silica gel ate serem utilizadas. A Figura 8 

mostra o aspecto do residuo do pedunculo de caju lavado. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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O processo de secagem, moagem e armazenamento foi feito tambem com o 

bagaco do caju sem ser lavado. A Figura 9 mostra o aspecto do residuo do pedunculo de 

caju sem lavar. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Figura 9 - Residuo seco do pedunculo do caju sem lavar 

3.2 Caracterizacao da materia-prima 

A caracterizacao fisico-quimica do bagaco do caju e indispensavel tendo em 

vista que para fermentacao semi-solida por microrganismo se faz necessario conhecer as 

caracteristicas fisico-quimicas do substrato, principalmente por ser um meio poroso e 

rico em nutrientes. Nesta caracterizacao foram analisados densidade aparente, pH, 

distribuicao granulometrica, umidade, cinzas, °Brix, acucares redutores, acucares 

redutores totais, pectina, celulose e proteina total. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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3.2.1 Densidade a pa rente zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Para a densidade aparente, descrita em Brasil (2005), foram pesados 100 gramas 

do material, lavado e sem lavar, e colocados em proveta para determinar o volume 

ocupado, sem que houvesse compactacao. Os calculos foram feitos seguindo a Equacao 

3.1: 

„ . . . massa, g ,_ „ 
Densidade aparente = - (3.1) 

volume ocupado,cm 

3.2.2 pH 

Foi preparada uma suspensao com 20mL de agua destilada e 2,0g da amostra 

solida (bagaco de caju lavado e sem lavar). Apos homogeneizacao a suspensao foi 

deixada em repouso por um periodo de 30 minutos, e em seguida filtrada. Feito isso, o 

pH foi mensurado em potenciometro digital, previamente calibrado com as solucoes 

padroes (Brasil, 2005). 

3.2.3 Distribuicao Granulometrica 

A distribuicao granulometrica do substrato foi determinada pesando 40 gramas 

(balanca analitica) do substrato, lavado e sem lavar, e transferindo para o agitador de 

peneiras PRODUTEST na freqiiencia 50 rpm durante treze minutos, em jogo 

constituido por sete peneiras, seguindo as recomendacoes da Associacao Brasileira de 

Normas Tecnicas (ABNT): 14 mesh (1,180mm), 20 mesh (0,850 mm), 24 mesh (0,710 

mm), 35 mesh (0,425 mm), 42 mesh (0,355 mm), 65 mesh (0,212 mm) e 115 mesh 

(0,125 mm). O material retido em cada peneira foi pesado e os resultados expressos 

percentualmente em relacao ao peso do material original (Correia, 2004). 

3.2.4 Umidade 

Foram pesados 5 gramas das amostras, lavada e sem lavar, em cadinho de 

porcelana previamente seco e tarado. Os cadinhos foram colocados em estufa a 105°C 

por 24 horas, em seguida as amostras foram colocadas em dessecador ate atingirem 

temperatura ambiente e foram entao pesados em balanca analitica, de acordo com o 
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procedimento descrito emzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Brasil (2005). O resultado foi expresso em porcentagem 

(m/m). Os calculos foram realizados com base na Equacao (3.2): zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

TT - i ,  a / (peso inicial - peso final da amostra) 
Umidade,% = — x 100 (3.2) 

peso inicial da amostra 

3.2.5 Cinzas 

Para a determinacao do conteudo de cinzas foi utilizado o metodo descrito pela 

AO AC (1997). Os cadinhos de porcelana vazios foram colocados em estufa e deixados 

a 150°C, durante 1 hora. Depois foram deixados em dessecador ate atingir a temperatura 

ambiente e pesados vazios e com cinco gramas das amostras, lavada e sem lavar. Logo 

apos pesagem, foram levados a mufla durante um periodo de cinco horas, a 550°C, ate 

obter a cor cinza clara. Foram deixados no dessecador ate a temperatura ambiente e 

novamente pesados (Brasil, 2005). Os calculos foram feitos atraves da Equacao (3.3): 

peso final da amostra 
Cinzas,% = — x 100 (3.3) 

peso inicial da amostra 

3.2.6 Teor de solidos soluveis (°Brix) 

A concentracao de solidos soluveis medida em °Brix e uma medida relacionada 

com a quantidade de acucares presentes na amostra. A leitura do °Brix foi feita de forma 

direta em refratometro (Brasil, 2005). Foram adicionados 9mL de agua destilada a 1 g 

dos residuos, agitou-se ate perfeita homogeneizacao e deixou-se a suspensao em 

repouso por 30 minutos. Apos este periodo a suspensao foi filtrada com gaze e algodao, 

e foi feita a leitura em refratometro. Utilizou-se um fator de diluicao (F) (devido a 

diluicao) para determinar o teor de solidos soluveis (°brix) como mostra a Equacao 

(3.4): 

0

 Brix(%) = Leitura (%) x F (3.4) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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3.2.7 Acucares redutores e redutores totais (AR e ART) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Os teores de AR e ART foram determinados pelo metodo do DNS (acido 3,5-

dinitro salicilico) que se baseia na reducao do acido 3,5 a acido 3-amino-5-

nitrosalicilico, concomitantemente com a oxidacao do grupo aldeido do acucar a grupo 

carboxilico. Apos aquecimento, a solucao torna-se avermelhada, sendo lida, no 

espectrofotometro a 540nm, conforme procedimento descrito por Miller (1959). 

Inicialmente foi determinada a quantidade inicial de amostra que resulte uma 

leitura dentro da curva padrao. As diluicdes necessarias foram usadas no calculo para 

determinacao do teor de acucares da amostra. 

Depois de dissolver determinada quantidade de amostra em um volume definido 

de agua, a analise de AR foi iniciada transferindo-se 0,5mL para um tubo de ensaio 

contendo 0,5mL de solucao DNS. Em seguida, os tubos foram levados para banho de 

agua fervente por exatos 5 minutos e colocados em banho de agua fria por 5 minutos, 

ate completo resfriamento. Em cada tubo foi adicionado 4mL de agua destilada e 

agitou-se. Foi entao feita a leitura imediatamente em espectrofotometro a 540nm. A 

curva padrao foi usada para transformar a leitura de absorbancia para gramas de 

acucares redutores por litro de solucao. 

Para a analise de ART foi feita uma hidrolise da amostra utilizando lmL da 

amostra com lmL de HC1 a 2N por 5 minutos em banho de agua fervente. Em seguida 

foi levado ao resfriamento por 5 minutos e entao foram adicionados 3mL de NaOH a 

I N . Dessa solucao, foram colocados 0,5mL em um tubo com 0,5mL de DNS, 

procedendo com a metodologia descrita para AR. Os teores de AR e ART foram obtidos 

de acordo com as Equacoes (3.5) e (3.6). 

AR(%) = Leitura xFxdiluicaox0,1 (3.5) 

ART(%) = Leitura x F x 5 x diluicaox 0,1 

3.2.8 Pectina 

A determinacao de pectina foi baseada no procedimento de Rangana (1979). A 

extracao da pectina foi realizada pesando-se 20g das amostras, lavada e sem lavar, em 

um bequer de lOOOmL, adicionou-se 400mL de solucao de HC1 0,05N seguido de 

aquecimento por duas horas, a uma temperatura de 80 - 90°C, substituindo-se a agua 
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perdida por evaporacao e mantendo-se o volume inicial constante. Apos esse periodo de 

tempo, a suspensao foi resfriada ate a temperatura ambiente e transferida para uma 

proveta de 500mL onde se completou o volume com agua destilada e foi entao filtrada 

com auxilio de algodao e gaze. Do extrato filtrado mediu-se 200mL em proveta, 

transferiu-se para um becker de lOOOmL e acrescentou-se 250mL de agua destilada. A 

solucao foi entao neutralizada com NaOH I N , utilizando um phmetro. Apos 

neutralizacao, adicionou-se lOmL de NaOH I N em excesso, com agitacao constante. 

Em seguida, foi deixada em repouso por uma noite e no dia seguinte foram adicionados 

50mL de acido acetico I N e apos 5 minutos, adicionou-se 25mL de solucao de cloreto 

de calcio I N com agitacao constante. A solucao foi levada a ebulicao por 2 minutos e 

deixada em repouso por 3 horas. Apos esse periodo foi filtrada atraves de papel 

Whatman numero 1 preparado antecipadamente (molhar o papel com agua destilada, 

secar em estufa a 105°C por 2 horas, resfriar em dessecador e pesar). O precipitado foi 

lavado com agua destilada quase fervendo, ate que ficasse livre de cloretos e para isto 

fez-se o teste usando nitrato de prata no filtrado. O papel de filtro contendo o pectato de 

calcio foi seco em estufa a 105°C ate peso constante e a pectina foi expressa em % de 

pectato de calcio atraves da Equacao (3.7): 

_ , ,, . massa do pectato de calcio x 500 x 100 
% Pectato de calcio = (3.7) 

mL do filtrado x peso da amostra zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3.2.9 Proteina total 

O teor de proteina foi determinado utilizando o metodo semi-micro Kjeldahl 

com adaptacao para UV-visivel a 410 nm, de acordo com a metodologia de Silva 

(1998). 

No metodo de Kjeldahl determina-se o nitrogenio proteico propriamente dito e 

outros compostos nitrogenados nao proteicos, tais como: aminas, amidas, lecitinas, 

nitrilas e aminoacidos. Neste caso, o resultado e dado como proteina bruta. O termo 

proteina bruta envolve um grande grupo de substantias com estruturas semelhantes, 

porem com funcoes biologicas diferentes. 

Pelo metodo Kjeldahl as proteinas e outros compostos nitrogenados sao 

decompostos na presenca de acido sulfurico concentrado, a quente, com producao de 

sulfato de amonio. O sulfato de potassio ou de sodio e adicionado, a fim de aumentar o 
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ponto de ebulicao do acido sulfurico, apressando a digestao. O sulfato de amonia 

resultante, neste caso, foi quantificado usando o Reagente de Nessler. 

Com auxilio da curva padrao obteve-se o teor de proteina bruta, de acordo com a 

Equacao (3.8): 

% Proteina = ABSx valor da curva de calibracao x 5x6,25 (3.8) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3.2.10 Celulose 

O teor de celulose foi determinado pelo metodo de Updegraff (1969) com 

adaptacoes para o tempo de hidrolise. 

3.3 Atividade de agua 

Para a determinacao da atividade de agua do substrato foram preparadas 

amostras com 5g do residuo e adicionadas diferentes quantidades de agua destilada, de 

modo a restabelecer a umidade inicial do material. Cada amostra umedecida foi 

colocada na geladeira em recipientes hermeticos e deixado por 24 horas em repouso 

para uniformizar a umidade do meio. 

A atividade de agua das amostras foi analisada diretamente em equipamento 

Thermoconstanter Novasina RTD 200 TH2, nas temperaturas de 25, 30, 35 e 40°C. 

Apos estabilizacao do equipamento, colocou-se uma quantidade de cada amostra em 

cubetas plasticas apropriadas e inseridas no aparelho. A amostra permanecia no 

equipamento ate que a leitura da atividade de agua se estabilizasse. Efetuada a leitura da 

atividade de agua, as amostras foram pesadas imediatamente e colocadas em dessecador 

ate atingir a temperatura ambiente, e entao, foram levadas a estufa a 105°C por 24 horas 

para determinacao da umidade de equilibrio (base seca). 

As isotermas de adsorcao de umidade para cada temperatura estudada foram 

construidas com os dados de umidade de equilibrio (base seca) e atividade de agua. 

3.4 Producao do inoculo 

O microrganismo utilizado foi o fungo filamentoso da linhagem Aspergillus 

niger mutante CCT 0916 pertencente a colecao da Embrapa Agroindiistria Tropical, 
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com sede em Fortaleza-CE, cultivado no Laboratorio de Engenharia Bioquimica 

(LEB/UAEQ/UFCG), em tubos de ensaio com tampas rosqueadas estocados a -18°C. 

Esta cepa de Aspergillus foi geneticamente modificada para producao da enzima 

pectinase, sendo este o unico fungo filamentoso disponivel no laboratorio, justificando 

assim a utilizacao do mesmo para verificacao da sua potencialidade tambem na 

producao de celulases. 

De acordo com procedimento adotado porzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Couri (1993), os conidios foram 

ativados em duas etapas de transferencia, usando um meio basico formulado no 

laboratorio do CTAA. Neste meio a pectina e a unica fonte de carbono, como e 

mostrado na tabela 4. 

Tabela 3 - Composicao do meio basico zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

COMPONENTES CONCENTRA £AO 

(GRAUp.a.) (g/L) 

Pectina critica 10,00 

NaN0 3 
3,00 

KH 2 P0 4 
1,00 

MgS0 4 
0,50 

KC1 0,50 

FeS0 47H 20 0,01 

Agar-Agar 20,00 

Agua destilada q.s.p. 

Fonte: Couri (1993) 

O procedimento de preparacao do meio encontra-se descrito no ANEXO I . 

3.5 Processo fermentativo 

As fermentacoes foram realizadas em erlenmeyer de 250 mL contendo 10 g do 

substrato umido. 

A umidade inicial do meio foi ajustada em 41%, 45%, 55%, 65% e 69% para o 

residuo do pedunculo de caju. 

A suplementacao do substrato com a fonte de nitrogenio foi realizada 

adicionando sulfato de amonio no volume de agua a ser adicionado ao residuo, 

diluindo-se o sulfato de amonio, obtendo as concentracoes a serem estudadas no 
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processo. Os erlenmeyers foram fechados com tampao de algodao envolvido com gaze 

e autoclavados por 5 minutos a 0,5 atm. 

Para realizacao das fermentacoes, o meio contido nos erlenmeyers foi inoculado 

com o microrganismo na concentracao de 10
7 esporos/g de residuos umidos e incubados 

em estufa limida a 30°C, sendo esta a temperatura media anual da regiao e tambem 

favoravel ao desenvolvimento de microrganismos mesofilos. Durante o processo, o 

nivel da agua era restabelecido, sendo a umidade relativa dentro da estufa mantida pela 

evaporacao da agua contida em um recipiente colocado dentro da estufa, provavelmente 

esse fato permitiu que a umidade nos erlenmeyeres, fechados com gaze e algodao, 

permanecesse praticamente constante em seu interior. O periodo de incubacao foi de 

72h para producao de celulase, e as amostras foram retiradas em periodos de tempo 

regular durante o processo (0, 7, 20, 30, 44, 54, 68 e 72 horas de fermentacao) para 

realizacao das analises de pH, umidade e acucares redutoreszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (AR), segundo 

metodologias descritas anteriormente. A extracao do complexo enzimatico tambem foi 

realizada e nela sera avaliada a atividade celulolitica. Para cada amostragem quatro 

Erlenmeyers eram retirados da estufa, estando todos nas mesmas condicoes iniciais do 

processo. 

3.6 Extracao da enzima 

A extracao do complexo enzimatico foi realizada de acordo com metodologia 

descrita por Ruegger (2004). O extrato enzimatico bruto foi obtido pela adicao de 30 

mL de agua destilada/grama de fermentado em Erlenmeyers. Os substratos foram 

agitados com espatula e permaneceram em repouso por 3h a 4°C. O sobrenadante foi 

separado atraves de filtracao com gaze e algodao, permanecendo congelado (-18°C) ate 

o momento da analise em frascos de vidro tampados e rotulados. 

3.7 Determinacao de atividade celulolitica 

A atividade de celulase foi determinada seguindo a metodologia descrita por 

Attili (1994), utilizando o metodo FPase. A atividade foi determinada no extrato obtido 

ao final da extracao, usando-se uma fita de papel de filtro de 1 cm x 6cm em um tubo de 
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ensaio contendo 0,5 mL do extrato e 1,0 mL de tampao acetato de sodio 50 mM e pH 

5,0. Apos incubacao por 60 min a 50°C, a reacao e interrompida pela adicao de 1 mL do 

reagente DNS. Para desenvolvimento da cor, os tubos foram aquecidos por 5 min em 

banho de agua fervente e, depois de esfriar por aproximadamente 5 min, foi adicionado 

8mL de agua destilada e os acucares redutores foram determinados em 

espectrofotometro, utilizando-se comprimento de onda de 540 nm. 

Para o calculo da atividade enzimatica, foram comparados os valores de 

acucares redutores apos a incubacao da celulose no extrato e as leituras do tubo em 

branco obtido nas mesmas condicoes, contudo, sem a fonte de celulose. 

A unidade de atividade enzimatica foi expressa em U/mL e foi definida como a 

quantidade de enzima que libera 1 umol de glicose por minuto de reacao nas condicoes 

especificadas anteriormente. A atividade foi calculada de acordo com a Equacao 3.9 a 

seguir, na qual alguns fatores convertem o teor de AR liberado de para zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Atividade(U / mL) = 
AR xlOOO 

(3.9) 
18x60 

As definicoes para cada termo da Equacao 3.9 encontram-se no Anexo I I . zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO 

4.1 Caracterizacao do residuo seco do bagaco do caju zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

A caracterizacao do residuo agroindustrial do bagaco do caju apos secagem e 

moagem, bem como os respectivos desvios padrao, estao apresentados na Tabela 4. As 

analises foram realizadas em triplicata para densidade aparente, umidade, pH, cinzas, 

solidos soluveis (°Brix), acucares redutores e redutores totais, pectina, celulose e 

proteina total do bagaco do caju lavado e sem lavar. 

Tabela 4 - Caracterizacao fisico-quimica do bagaco do caju lavado e sem lavar (b.s.). 

Parametros Analisados Unidade Lavado Sem lavar 

Densidade Aparente g/mL 0,43 ±0,01 0,65 ± 0,01 

Umidade % 5,87 ±0,11 8,22 ± 0,46 

Cinzas % 1,25 ±0,04 1,69 ±0,06 

pH zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA- 4,58 ± 0,02 4,33 ± 0,00 

°Brix % 10,25 ±0,35 30,00 ± 0,00 

AR % 10,02 ±0,08 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA-

Proteinas Totais % 4,70 ±0,17 4,00 ± 0,27 

Pectina % 14,48 ±0,53 10,94 ±0,04 

Celulose % 12,75 ±0,18 11,76± 1,39 

AR - acucares redutores 

A caracterizacao dos residuos secos do pedunculo de caju visa conhecer a 

composicao dos residuos com relacao ao conteudo de nutrientes, que sao importantes na 

sintese da enzima como percentual de celulose e acucares redutores, bem como os 

parametros que afetam o processo como pH, umidade e densidade aparente. 

Os valores de umidade encontrados sao inferiores aos determinados por 

Amorim (2008) que, estudando a utilizacao de residuos agroindustriais em processos 

bioquimicos, encontrou para os bagacos, lavado e sem lavar, valores de 11,4 e 16,7, 

respectivamente. O teor de umidade para o caju lavado (5,87%) foi menor que o do caju 

sem lavar (8,22%), isso pode ser devido ao fato de acucares terem sido removidos 

durante a lavagem que antecedeu o processo de secagem, ou que os acucares contidos 

no bagaco interajam com as fibras retendo a agua contida no mesmo. 
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Os valores de pH estao de acordo com os determinados porzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Campos (2003) para 

o pedunculo fresco (4,5) e com o encontrado por Kinh et. al (1996) quando 

determinaram o pH do bagaco do pedunculo do caju de 4,1. Amorim (2008) encontrou 

valores de pH de 3,74 para o bagaco do caju lavado e 3,32 para o sem lavar, concluindo 

que estes apresentam um pH comumente encontrado nos residuos agroindustriais 

utilizados em fermentacoes semi-solidas, e e propicio para o crescimento microbiano do 

Aspergillus niger. Zheng & Shetty (2000) estudando o efeito do pH sobre a producao 

de enzimas por Lentinee edones em residuos de frutas citricas concluiram que este 

microrganismo tern seu pico de produtividade em pH baixo e na faixa de 3,0-6,5 

demonstrando uma alta tolerancia a meios acidos. Uma das vantagens em se utilizar 

frutas citricas para producao de enzimas e que o microrganismo se adapta ao meio ja na 

sua forma in natura. 

O pH e uma variavel importante em qualquer processo biologico, havendo 

valores de pH minimo, otimo e maximo para o desenvolvimento de cada 

microrganismo. Geralmente os fungos tern como condicao favoravel de 

desenvolvimento pH baixo (4,5 - 5,0). Os valores de pH encontrados, 4,58 para o 

residuo do pedunculo de caju lavado e 4,33 para o sem lavar, associados ao baixo teor 

de umidade, permitiram que os residuos fossem armazenados em temperatura ambiente 

sem problemas de contaminacao, quando analisados visualmente. 

Para o processo de fermentacao em estado solido o pH do meio e um parametro 

importante mas de dificil controle. A padronizacao do pH do substrato pode se dar 

durante a sua preparacao. Ha componentes com capacidade tamponante, os quais podem 

ser adicionados ao meio de modo a evitar flutuacoes drasticas de pH (Pandey et al, 

2001). Para os residuos analisados, no entanto, nao foi realizada adicao de qualquer 

componente com tal capacidade. 

Com relacao ao °Brix, que representa o teor de solidos soluveis, os bagacos 

apresentam valores diferentes, sendo 10,25°Brix para o bagaco lavado e 30,0°Brix para 

o sem lavar. Esta diferenca esta associada ao fato de que as lavagens feitas no residuo 

do pedunculo de caju retiraram solidos soluveis, inclusive acucares soluveis. Alem 

disso, estes valores dao indicios de que os mesmos podem ser utilizados como substrato 

no processo de producao de celulase por fermentacao semi-solida, desde que a 

quantidade de celulose, substantia indutora da producao da enzima, presente no 

substrato seja balanceada com o teor de acucares redutores (Amorim, 2008). 
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A glicose e uma fonte de carbono adequada como substrato para fermentacao 

microbiana, assim como outros acucares (sacarose e maltose), e ainda outros compostos 

organicos mais complexos, por exemplo, amido e celulosezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Pelczar et al., 1980). A 

glicose deve esta disponivel para o microrganismo, ja no substrato escolhido, em 

quantidade suficiente de forma a proporcionar um crescimento inicial da populacao 

microbiana, mas nao o bastante para impedir que o microrganismo seja capaz de 

metabolizar a fonte indutora. Porem a fonte indutora nao pode ter um valor percentual 

acentuado de forma a inibir a excrecao da enzima pelo microrganismo. Segundo 

Fontana et al. (2005), substratos que apresentam concentracoes balanceadas de 

acucares e pectina, indutor da pectinase, tern mostrado altos rendimentos em enzimas. 

Dessa forma pode-se pressupor que para producao de celulase deve existir tambem um 

valor otimo da relacao entre acucares redutores e a celulose como fonte indutora. 

Os residuos aqui estudados apresentam alto teor de pectina sendo de 14,48 para 

o residuo do pedunculo de caju lavado e 10,94 para o sem lavar, expressos em % de 

pectato de calcio. Estes valores estao proximos aos determinados por Santos (2007) 

para o pedunculo lavado e sem lavar (13% e 7%, respectivamente). 

O teor de cinzas de 1,25% para o pedunculo lavado e 1,69% para o sem lavar foi 

proximo aos encontrados por Santos (2007), quando este pesquisador caracterizou o 

pedunculo do caju e verificou ser 0,86% e 2,05% o teor de cinzas para os materials 

lavado e sem lavar, respectivamente. 

Os valores encontrados para o teor proteico foram de 4,70 para o residuo do 

pedunculo de caju lavado e de 4,00 para o residuo do pedunculo de caju sem lavar. 

Almeida (2009), estudando a caracterizacao flsico-quimica da farinha da casca de frutos 

tropicais obteve valores de 4,88% de proteinas totais para a casca de jabuticaba e 4,01% 

para farinha de casca de umbu. 

Assim, como o percentual de pectina, para proteina percebe-se um aumento dos 

valores percentuais sendo no residuo lavado superior ao residuo sem lavar, isto se deve 

ao fato de, como durante as lavagens houve arraste dos componentes soluveis, 

proporcionalmente houve aumento dos componentes insoluveis em agua. 

A Figura 10 apresenta os perfis granulometricos do bagaco do caju lavado e sem 

lavar. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Figura 10 - Perfil Granulometrico do bagaco do caju lavado e sem lavar. 

Como pode ser observado pela distribuicao granulometrica, tanto para o bagaco 

lavado como sem lavar, a maioria das particulas apresenta tamanhos em torno de 35 

mesh, o que corresponde a particulas de 0,425mm, tamanho de particulas satisfatorio 

para fermentacao semi-solida. Correia (2004) estudando o enriquecimento proteico do 

bagaco de abacaxi trabalhou com particulas de tamanho maior que 0,42 mm. Souza et 

al. (2008), estudando a caracterizacao do residuo seco do maracuja para utilizacao em 

fermentacao semi-solida observaram que a maioria das particulas possuia tamanho entre 

20 e 35 mesh (0,42 - 0,85 mm). 

Atraves da Figura 10 percebe-se que ha uma diferenca entre a granulometria do 

bagaco lavado e a do sem lavar, sendo o bagaco lavado aquele que apresenta, em media, 

o menor valor. Provavelmente o processo de lavagem do bagaco pode ter modificado 

parcialmente a quantidade de acucar, a resistencia mecanica e a textural das fibras, 

afetando a tendencia em formar aglomerados. Isso pode ter diminuido o tamanho das 

mesmas, entretanto, melhores estudos para controle de lavagem devem ser feitos para 

elucidar tal fenomeno. 

Os fungos filamentosos necessitam que suas hifas penetrem em espacos vazios 

do substrato de forma a obter uma maior eficiencia da fermentacao; e no processo de 

extracao sao necessarios solidos mais finamente divididos para que as porcoes soluveis 

da mistura solida tornem-se mais acessiveis ao solvente. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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4.2 Isotermas de adsorcao de umidade zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

O nivel de umidade do substrato e um dos fatores que mais influenciam o 

processo e varia de acordo com a natureza do substrato, tipo de produto que se deseja 

sintetizar e necessidade do microrganismo. Niveis de umidade muito altos resultam 

numa diminuicao da porosidade, baixa difusao de oxigenio, aumento no risco de 

contaminacao, reducao no volume de gas e reducao de troca gasosa. Por outro lado, 

baixos niveis de umidade levam a um crescimento minimizado da populacao 

microbiana em relacao ao ponto otimo e baixo grau de utilizacao do substrato pelos 

mesmos. 

Atraves dos dados obtidos pode-se caracterizar o residuo seco predizendo, por 

exemplo: o teor de agua livre contido nesse substrato logo apos re-umidiflcacao do 

mesmo com o objetivo de correlacionar a umidade de equilibrio com a atividade de 

agua necessaria para o crescimento do microrganismo. 

A partir dos dados experimentais foram construidas isotermas de adsorcao de 

umidade do residuo seco para as diferentes temperaturas estudadas. Estas isotermas 

estao representadas nas Figuras 11 e 12, e mostram a relacao entre atividade de agua 

(aw) e umidade (%) correspondente aos residuos secos do pedunculo de caju lavado e 

sem lavar, respectivamente. 
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Figura 12 - Isotermas de adsorcao bagaco de caju sem lavar nas temperaturas 25, 30, 35 e 40°C 

E possivel verificar, atraves das isotermas que, como na maioria dos materiais 

higroscopicos, a umidade de equilibrio aumenta com o aumento da atividade de agua 

(aw) e as isotermas se encontram muito proximas umas das outras, indicando que ha 

pouca influencia da temperatura neste caso. 

Devido ao processo fermentativo ter sido realizado com umidades iniciais de 

41%, 45%, 55%, 65% e 69%, foi possivel atraves do levantamento das isotermas de 

equilibrio verificar quais atividades em que se encontraria o substrato e se o mesmo 

seria ideal para o desenvolvimento do microrganismo em metabolizar a celulose para a 

producao da enzima celulolitica. 

4.3 Variaveis estudadas no processo 

O estudo da producao de celulase foi feita por fermentacao semi-solida 

utilizando bagaco de caju, em um esforco para reduzir o custo de futuras produces de 

etanol por hidrolise enzimatica de materiais lignocelulosicos. A FSS satisfaz as 

necessidades de menor infra-estrutura, alem de ser capaz de utilizar materias-primas 

mais baratas para a producao enzimatica e produzir um produto mais concentrado. 

Todos estes adicionais aumentam as vantagens economicas deste tipo de fermentacao 

para a producao da enzima. 

Dentro deste contexto, estudaram-se as seguintes variaveis de processo: umidade 

inicial do meio e suplementacao com uma fonte de nitrogenio (sulfato de amonio) para 

os residuos do pedunculo de caju lavado e sem lavar. Souza (2008) em seu trabalho 

sobre producao de pectinases por fermentacao semi-solida utilizando residuo do 

maracuja como substrato estudou a umidade inicial do meio (40%, 50% e 60%) e a 
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suplementacao com uma fonte de nitrogenio (1,0%; 1,5% e 2,0%). No presente 

trabalho, as umidades iniciais utilizadas foram 41, 45, 55, 65 e 69%, visando verificar as 

melhores condicoes intermediarias desta variavel associadas as diferentes concentracoes 

de fonte de nitrogenio (0,4; 0,5; 0,75; 1,0 e 1,1%), condicoes estas bem menores que as 

estudadas porzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Souza (2008), uma vez que, em seu trabalho, foi observado que 

concentracoes de nitrogenio acima de 1,5% demonstraram repressao ao metabolismo do 

microrganismo. 

Durante a fermentacao semi-solida do bagaco do caju, que foi realizada por um 

periodo de 72 horas, foram retiradas amostras periodicamente, incluindo o tempo inicial 

do processo obtido no instante seguinte a inoculacao do microrganismo, e foram 

analisados alguns parametros que caracterizam o processo como umidade do meio, pH, 

AR e atividade celulolitica. 

Serao mostrados a seguir os dados referentes a todos os experimentos para o 

bagaco do caju lavado. Para o bagaco do caju sem lavar so serao apresentados os dados 

referentes aos experimentos executados em triplicata para verificacao de 

reprodutibilidade de dados, assim como os referentes ao experimento que teve como 

condicoes: 45% de umidade e 1,0% de nitrogenio, uma vez que nestas condicoes o caju 

lavado apresentou a maior atividade celulolitica media. 

4.3.1 Bagaco do caju lavado 

Os desvios relativos medios absolutos serao os parametros estatisticos utilizados 

para verificar se as variaveis umidade e pH tiveram significancia no processo de 

fermentacao. Todos os dados relativos aos experimentos executados neste trabalho 

constam no Apendice. 

A Figura 13 apresenta os resultados da reprodutibilidade, para as variaveis pH e 

umidade, dos pontos nos experimentos cujas condicoes de umidade e concentracao de 

nitrogenio sao 55% e 0,75%, respectivamente. Estes experimentos tiveram como 

finalidade verificar a reprodutibilidade dos dados sendo, portanto, realizados em 

triplicata. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Figura 13 - Perfil cin&ico do processo fermentativo do caju lavado para os experimentos de 

reprodutibilidade de dados com 55% de umidade e 0,75% de nitrogenio 

(• - - x - Umidade; - \ - - pH) 

Os resultados para as variaveis umidade e pH, dos pontos nos experimentos de 

reprodutibilidade de dados sao mostrados nas tabelas 5 e 6, respectivamente. 

Tabela 5 - Dados referentes a umidade dos experimentos de reprodutibilidade de dados durante o 

processo fermentativo. 

T E M P O DE 

F E R M E N T A C A O (h) 

E X P E R I M E N T O 
MEDIA 

E R R O R E L A T I V O 

(%) 

T E M P O DE 

F E R M E N T A C A O (h) 5 6 7 
MEDIA 

E R R O R E L A T I V O 

(%) 

0 54,67 54,44 54,18 54,43 ±0,17 0,31 

7 52,77 53,98 55,77 54,18 ±1,06 1,96 

20 53,95 51,33 52,81 52,69 ±0,91 1,73 

30 53,96 53,22 52,75 53,31 ±0,44 0,82 

44 52,53 50,58 51,18 51,43 ±0,73 1,42 

54 50,93 52,52 53,56 52,34 ± 0,94 1,79 

68 50,42 52,20 53,36 51,99 ±1,05 2,02 

72 51,50 51,09 51,50 51,50 ±0,18 0,36 

Durante as 72 horas de fermentacao a umidade apresentou um erro relativo 

maximo de 2,02%. Este valor sugere que foi possivel obter uma boa reprodutibilidade 

para cada ponto da triplicata durante a cinetica de fermentacao. A variacao entre os 

valores de umidade minima e maxima foi em torno de 5% da variacao maxima, apesar 

de ser um valor maior do que o erro relativo considerado para a reprodutibilidade dos 

dados, nao se poderia afirmar com precisao que para a variavel umidade de um 

processo fermentativo semi-solido possa ocorrer mudancas significativas do 

metabolismo celular. 
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Tabela 6 - Dados referentes ao pH dos experimentos de reprodutibilidade de dados durante o processo 

fermentativo. 

T E M P O DE 

F E R M E N T A C A O (h) 

E X P E R I M E N T O 
MEDIA 

E R R O R E L A T I V O 

(%) 

T E M P O DE 

F E R M E N T A C A O (h) 5 6 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA7 
MEDIA 

E R R O R E L A T I V O 

(%) 

0 3,80 4,35 3,99 4,05 ± 0,20 5,00 

7 3,72 4,54 4,00 4,09 ± 0,30 7,40 

20 3,50 3,80 3,85 3,72 ±0,14 3,89 

30 3,54 3,43 3,79 3,59 ±0,14 3,78 

44 3,98 3,32 3,75 3,68 ± 0,24 6,58 

54 3,51 3,36 3,74 3,54 ±0,14 3,83 

68 3,54 3,22 3,61 3,46 ±0,16 4,56 

72 3,53 3,62 3,60 3,58 ± 0,04 0,99 

O pH, para estes experimentos, apresentou um erro relativo de 7,40%. Este valor 

pode ser considerado como apreciavel, porem considerando trabalhar com processos 

biologicos e fungos fllamentosos, foi considerado neste trabalho, como um erro bastante 

aceitavel para reprodutibilidade de experimentos, uma vez que, embora o pH seja um 

fator relevante para a otimizacao dos processos em estado solido, o controle e 

monitoramento deste parametro, durante as FSS's, nao e facil de ser realizado (Pandey, 

2003). A variacao do valor da umidade minima e a maxima e de aproximadamente 15% 

valor esse acima do erro relativo considerado para reprodutibilidade dos dados, sendo 

assim pode inferir que houve um efeito uma variacao do pH durante o processo 

fermentativo . 

A Tabela 7, a seguir, mostra as condicoes para as concentracoes de nitrogenio e 

umidades iniciais planejadas para cada experimento, bem como os valores das umidades 

iniciais experimentalmente alcancadas com suas respectivas medias e o desvio relativo 

percentual referente a cada media. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Tabela 7 - CondicSes efetuadas durante o processo fermentativo para as umidades estudadas em cada 

experimento zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Concentracao de N Ui planejada Uj alcancada U no processo Desvio Relativo 

(%) (%) (%) (%) (%) 

0,5 45 42,15 41,79 ±0,93 2,23 

1,0 45 44,72 40,69 ± 1,33 3,29 

0,5 65 64,48 61,99 ± 1,11 1,79 

1,0 65 61,24 59,23 ± 2,00 3,39 

0,4 55 52,68 51,29 ± 1,70 3,29 

0,75 69 68,69 65,87 ±1,53 2,31 

1,1 55 54,99 51,18 ± 1,75 3,42 

0,75 41 40,34 38,59 ±0,53 1,38 

N = Nitrogenio; Uj - Umidade inicial; 0 = Media da umidade 

A Tabela 8, a seguir, mostra as condicoes para as concentracoes de nitrogenio e 

umidade, bem como a media do pH ao longo do processo de fermentacao semi solida, 

com suas respectivas medias e o desvio relativo percentual referente a cada media. 

Tabela 8 - CondicSes efetuadas durante o processo fermentativo para pH em cada experimento 

Concentracao de N Ui planejada Media do pH no processo Desvio Relativo 

(%) (%) (%) (%) 

0,5 45 3,69 ± 0,25 6,74 

1,0 45 3,81 ±0,34 9,00 

0,5 65 3,82 ± 0,20 5,18 

1,0 65 3,69 ± 0,43 11,6 

0,4 55 3,79 ±0,22 5,79 

0,75 69 3,88 ± 0,24 6,20 

1,1 55 3,70 ± 0,45 12,29 

0,75 41 3,86 ±0,42 10,87 

N = Nitrogenio; Ui = Umidade inicial 

A Figura 14 apresenta o comportamento do pH e da umidade ao longo de 72 

horas de fermentacao semi solida utilizando o Aspergillus niger CCT 0916 para 

producao de celulases, analisados para cada experimento realizado. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Figura 14 - (A) Perfil cinetico do processo fermentativo do caju lavado para 45% de umidade (• - U 

para 0,5% de N; - U para 1,0% de N; - pH para 0,5% de N; - pH para 1,0% de N); (B) Perfil 

cinetico do processo fermentativo do caju lavado para 65% de umidade (• - U para 0,5% de N; a - U 

para 1,0% de N; • - pH para 0,5% de N; \ - pH para 1,0% de N); (C) Perfil cinetico do processo 

fermentativo do caju lavado para 55% de umidade ( - U para 0,4% de N; • - U para 1,1% de N; \ - pH 

para 0,4% de N; - pH para 1,1% de N); (D) Perfil cinetico do processo fermentativo do caju lavado 

para 69% de umidade e 1,1% de nitrogenio (• - Umidade; pH); (E) Perfil cinetico do processo 

fermentativo do caju lavado para 41 % de umidade e 0,75% de nitrogenio (• - Umidade; pH) 

Durante o processo de fermentacao, para todos os experimentos realizados, nas 

condicoes acima apresentadas pode-se observar que nao houve variacao significativa 

para as umidades, isso pode ser um indicio de que o metabolismo do microrganismo 

durante todo o processo nao mudou, em media, a umidade no reator, podendo ser 

justitlcado pelo fato de que durante a fermentacao foi colocado um recipiente contendo 

agua destilada dentro da estufa e que a troca de transferencia de massa de umidade 

manteve o tampao umedecido, servindo como um meio de estabilizar a umidade inicial 

no interior do reator, fazendo com que toda agua evaporada devido ao calor gerado 
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pelas atividades metabolicas do microrganismo fosse compensada, mantendo assim as 

condicoes iniciais de fermentacao. 

Em se tratando do pH do meio para os experimentos realizados, e possivel 

observar que ocorreu variacao do pH em relacao a media de ate 12,29% , valor esse 

superior ao erro relativo maximo encontrado na reprodutibilidade dos dados, indicanndo 

que em experimentos com desvios acima de 7% houve um efeito dessa variavel no 

processo. Em alguns experimentos o erro relativo ficou proximo ao do desvio da media 

dos experimento.zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Botella et al. (2007) observaram durante o processo de producao de 

enzimas com a polpa de uva utilizando o microrganismo Aspergillus awamori que o 

fato de o pH softer uma diminuicao durante a fermentacao pode ser associado a 

producao de acidos organicos pelos microrganismos durante a fermentacao, e no caso 

de o pH softer um aumento ao longo do processo pode ser justificado pela assimilacao 

destes acidos por acao microbiana. Santos (2007) tambem percebeu um decrescimo do 

pH a partir das 35 horas de processo da fermentacao de producao de enzimas utilizando 

o pedunculo do caju com o Aspergillus niger. Souza (2008) estudando a producao de 

pectinases por fermentacao semi-solida utilizando residuo agroindustrial como substrato 

observou que com 22 horas de fermentacao, o pH diminuiu, e com relacao a 

estabilidade diante as variacoes de pH, a enzima apresentou boa tolerancia em valores 

de pH entre 3,5 e 5,5 e que a partir de maiores valores de pH nao foi observada 

atividade enzimatica. Muhammad et al. (2009) estudando o efeito da temperatura e do 

pH na producao de celulase com Aspergilus niger MS82, observaram que ocorreu uma 

diminuicao do pH para 4,0 nas primeiras 20 horas de incubacao, especialmente quando 

o pH inicial do meio foi ajustado para 6,0 ou 7,0; e que o pH permaneceu constante em 

seguida. No entanto, quando o pH do meio foi de 4,0 ou 5,0, ele diminuiu lentamente e 

tornou-se estavel quando chegou a 3,5. Tambem observaram que as producoes de 

endoglucanase e p-glucosidase nao foram iniciadas ate que o pH do meio baixou para 

4,0. 

As Figuras 15 e 16, a seguir, apresentam os resultados da reprodutibilidade, para 

a atividade celulolitica e teor de acucares redutores (AR), dos pontos nos experimentos 

cujas condicoes de umidade e concentracao de nitrogenio sao 55% e 0,75%, 

respectivamente. A finalidade destes experimentos foi verificar a reprodutibilidade dos 

dados sendo, portanto, realizados em triplicata. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Figura 15 - Perfil cinetico do processo fermentativo do caju lavado para os experimentos de 

reprodutibilidade de dados com 55% de umidade e 0,75% de nitrogenio com avaliacao da atividade 

celulolitica 
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Figura 16 - Perfil cinetico do processo fermentativo do caju lavado para os experimentos de 

reprodutibilidade de dados com 55% de umidade e 0,75% de nitrogenio com avaliacao do teor de AR. 

Os dados apresentados na Figura 15 mostram que, em geral, os pontos sao bem 

reprodutivos para a atividade enzimatica e que as 30 horas de processo tem-se a maior 

producao de celulase, que se repete nas tres analises, apresentando um desvio padrao de 

0,03 para este ponto. Este desvio pode ser justificado devido ao microrganismo vivo que 

esta em constante atividade metabolica. 

A Figura 16 mostra que o perfil de acucares para as condicoes efetuadas nos tres 

experimentos de reprodutibilidade de dados, tende a cair ao longo do processo, sendo 

um indicio de que houve um provavel consumo da fonte de carbono para producao da 

enzima. 

A Figura 17 apresenta o comportamento da atividade celulolitica e de AR ao 

longo de 72 horas de fermentacao semi solida fermentacao da biomassa lignocelulosica 

do bagaco do caju utilizando o Aspergillus niger CCT 0916 para producao de celulases, 
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analisados para cada experimento realizado, nos quais os extratos foram avaliados pelo 

metodo PFase, descrito no item 3.7. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Figura 17 - (A) Perfil cinetico do processo fermentativo do caju lavado para 45% de umidade ( - AC 

para 0,5% de N; • - AC para 1,0% de N; \ - AR para 0,5% de N; • - AR para 1,0% de N); (B) Perfil 

cinetico do processo fermentativo do caju lavado para 65% de umidade e 0,5% de nitrogenio (• -

Atividade celulolitica; • - AR); (C) Perfil cinetico do processo fermentativo do caju lavado para 55% de 

umidade ( - AC para 0,4% de N; • - AC para 1,1% de N; \ - AR para 0,4% de N; • - AR para 1,1% de 

N); (D) Perfil cinetico do processo fermentativo do caju lavado para 69% de umidade e 0,75% de 

nitrogenio ( - Atividade celulolitica; • - AR); (E) Perfil cinetico do processo fermentativo do caju lavado 

para 65% de umidade e 1,0% de nitrogenio (• - AC/Tubo 1; - AC /Tubo 2; x - AC /Media; • - AR); 

(F) Perfil cinetico do processo fermentativo do caju lavado para 41% de umidade e 0,75% de nitrogenio 

(• - AC /Tubo 1; - AC /Tubo 2; \ - AC /M6dia; • - AR) - (AC - Atividade celulolitica) 

Pode-se observar atraves da Figura 17 (A) que, para a condicao de 45% de 

umidade e 0,5% de nitrogenio, a cinetica de producao enzimatica revelou que a 

producao da enzima celulase iniciou ja nas primeiras horas do processo e apresentou 

picos de 0,11 U/mL em 30 e 68 horas de cultivo. Nestes periodos, a concentracao de 
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acucares foi de 0,78g/L e foram as menores durante todo o processo, sendo um indicio 

de que houve o consumo destes para a producao da enzima. Ja para as condicoes de 

45% de umidade e 1,0% de nitrogenio, a atividade celulolitica atinge seu maior valor 

em 44 horas de cultivo, chegando a um pico de 0,15U/mL, neste ponto ocorre o maior 

consumo de acucares e a sua concentracao atinge um valor minimo de 0,78g/mL. A 

partir dai a atividade celulolitica comeca a cair nas ultimas horas do processo, enquanto 

a concentracao de acucares redutores comeca a aumentar, sugerindo que as enzimas 

degradaram a celulose presente no substrato transformando-a em glicosezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Heck et al., 

2002). 

A Figura 17 (B) mostra que a maior producao de celulase acontece as 30 horas 

de cultivo atingindo (0,1 U/mL) nas condicoes estudadas. Este valor acontece no mesmo 

instante em que ha um maior consumo de acucares. Camassola & Dillom (2008) 

obtiveram este valor apos 3 dias de fermentacao utilizando bagaco de cana pre-tratado e 

usado posteriormente na producao de celulases e xylanases pelo fungo Penicillium 

echinulatum 9A02S1. 

Para as condicoes de 55% de umidade e 0,4% de nitrogenio, a concentracao de 

acucares redutores, representada na Figura 17 (C), e no initio do cultivo 1,95 g/L, 

aumentando rapidamente nas primeiras 7 horas, chegando a 2,34 g/L e depois passa a 

cair entre 7 e 44 horas de processo. Nas primeiras horas de cultivo observa-se o initio 

da producao de celulases, apresentando valor maximo de 0,10 U/mL em 44 horas de 

processo, quando ha consumo maximo de acucares redutores (0,31 g/L) indicando um 

possivel consumo de celulose para a producao de celulases. E para as mesmas condicoes 

de umidade e com 1,1% de nitrogenio, a concentracao de acucares redutores no initio 

do processo e de 1,04 g/L, e entre 0 e 7 horas de fermentacao este teor de acucar sofre 

um aumento, o que pode ser justificado pelo fato de a velocidade de hidrolise de outros 

carboidratos seja maior que a velocidade de consumo de acucares redutores por parte 

dos microrganismos. A partir deste ponto, ha um indicio de que os acucares passam a 

ser consumidos de modo mais acentuado, chegando ao valor de 0,26 g/L. Neste instante 

tem-se o segundo pico de producao de celulase pelo Aspergillus niger CCT 0916. E 

possivel que esteja ocorrendo o consumo do carboidrato como fonte de carbono 

resultando na producao da celulase. 

No experimento realizado para 69% de umidade e 0,75% de nitrogenio, 

mostrado na Figura 17 (D), pode-se verificar o primeiro pico de producao de celulase 

com 30 horas de cultivo e o segundo com 68 horas, ambos apresentando 0,1 lU/mL de 
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atividade. Este experimento apresenta alto teor de umidade, com isso os acucares se 

encontram dissolvidos no meio, facilitando o transporte do interior para o exterior da 

particula do solido. 

Os resultados para os experimentos mostrados na Figura 17 (E) e (F) nao 

apresentaram boa reprodutibilidade de analise para as condicoes apresentadas, isto pode 

ser explicado por dificuldades eletricas ocorridas no laboratorio durante estas analises, 

que repercutiram em problemas tecnicos no equipamento. Sendo assim, fica 

impossibilitado o confronto destes dados de producao de celulase com os demais 

parametros avaliados durante o processo fermentativo. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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4.3.2zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Bagaco do caju sem lavar zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Assim como o residuo do pedunculo de caju lavado, para o residuo sem lavar 

foram efetuados todos os experimentos, realizados em triplicata, variando a umidade 

inicial do meio e a suplementacao com uma fonte de nitrogenio (sulfato de amonio), que 

tambem tiveram como finalidade verificar a reprodutibilidade dos dados. Apos a 

fermentacao foram analisados os parametros: umidade do meio, pH e atividade 

celulolitica. Os resultados de reprodutibilidade para estes experimentos cujas condicoes 

de umidade e concentracao de nitrogenio sao 55% e 0,75%, respectivamente, sao 

mostrados a seguir na Figura 18, apresentando o perfil cinetico de cada processo para os 

parametros pH e umidade, e na Figura 19, para a atividade celulolitica, analisados ao 

longo de 72 horas de fermentacao. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Figura 18 - Perfil cinetico do processo fermentativo do caju sem lavar para os experimentos de 

reprodutibilidade de dados com 55% de umidade e 0,75% de nitrogenio zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
( • - A - x - Umidade; a - x - - pH) 

Os resultados para as variaveis umidade e pH, dos pontos nos experimentos de 

reprodutibilidade de dados sao mostrados nas tabelas 9 e 10, respectivamente. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Tabela 9 - Dados referentes a umidade dos experimentos de reprodutibilidade de dados durante o 

processo fermentativo. 

T E M P O D E E X P E R I M E N T O 
MEDIA 

E R R O R E L A T I V O 

F E R M E N T A C A O (h) 5 6 7 
MEDIA 

(%) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

0 
54,82 54,82 55,03 54,89 ±0,09 0,17 

7 
54,14 53,62 52,11 53,29 ± 0,79 1,48 

20 
55,29 54,56 54,28 54,71 ± 0,38 0,70 

30 
53,30 52,26 53,20 52,92 ± 0,44 0,83 

44 
49,35 49,81 51,58 50,25 ± 0,89 1,77 

54 
51,35 51,53 50,16 51,01 ±0,57 1,12 

68 
52,40 52,16 51,35 51,97 ±0,41 0,79 

72 
50,79 50,84 50,22 

50,62 ± 0,26 0,52 

Durante as 72 horas de fermentacao a umidade apresentou um erro relativo 

maximo de 1,77%. Considerando ser um erro baixo, sugere-se que a umidade nao 

variou de forma expressiva para cada ponto da triplicata durante a cinetica de 

fermentacao para o bagaco do caju sem lavar. A variacao da umidade minima e a 

maxima foi de 8%, estando bem acima do valor do erro relativo, podendo sugerir que o 

metabolismo do microrganismo pode ter provocado essa variacao de umidade durante o 

processo fermentativo. 

Tabela 10 - Dados referentes ao pH dos experimentos de reprodutibilidade de dados durante o processo 

fermentativo. 

T E M P O DE E X P E R I M E N T O 
MEDIA 

E R R O R E L A T I V O 

F E R M E N T A C A O (h) 5 6 7 
MEDIA 

(%) 

0 
3,80 4,28 3,87 3,87 ± 0,20 4,97 

7 
3,87 4,52 4,00 4,13 ± 0,26 6,30 

20 
3,80 3,57 3,96 3,78 ±0,14 3,65 

30 
3,89 3,24 3,59 3,57 ± 0,22 6,22 

44 
3,90 3,13 3,76 3,60 ±0,31 8,65 

54 
3,61 3,23 3,68 3,51 ±0,18 5,26 

68 
3,56 3,25 3,50 3,44 ±0,12 3,62 

72 
3,55 3,25 3,51 3,44 ±0,12 3,62 

O pH, para estes experimentos, apresentou um erro relativo maximo de 6,30%. 

Este valor pode ser considerado como apreciavel para reprodutibilidade de 

experimentos, pelos mesmos motivos justificados para os experimentos com o bagaco 
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lavado na reprodutibilidade de dados. A variacao do valor minimo e maximo do pH foi 

de 16,7% sugerindo que houve efeito do ph durante esse processo de fermentacao. 

A Figura 19 a seguir apresenta os resultados para a atividade celulolitica nos 

experimentos cujas condicoes de umidade e concentracao de nitrogenio sao 55% e 

0,75%, respectivamente. Estes experimentos foram realizados em duplicata para 

verificar a reprodutibilidade dos dados nestas condicoes. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

0,12 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

1
 0 , 1 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

K \ H 0,08 K \ 
w zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA\ \ 

•J 
I 0,06 • 
u zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

» I f /  

\ / 

-8 0,04 \ / 
» / 

\ 

\ 

\ 

\ 

\ 

1 °-
02 V — * 

\ 
\ zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAA 

n " i i ^ i 1 1 1 i 

0 7 20 30 44 54 68 72 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
Te m p o d e  fe rm e nta c a o (h) 

Figura 19 - Perfil cinetico do processo fermentativo do caju sem lavar para os experimentos de 

reprodutibilidade de dados com 55% de umidade e 0,75% de nitrogenio com avaliac2o da atividade 

celulolitica 

O perfil cinetico exposto acima aponta que, dos 8 pontos avaliados, 5 deles 

apresentam reprodutibilidade de dados para a atividade enzimatica, e que o bagaco de 

caju sem lavar in natura apresentou uma atividade celulolitica de 0,09U/mL e que se 

repete nas duas analises de enzima. 

A Figura 20 apresenta o comportamento do pH e da umidade, ao longo de 72 

horas de fermentacao semi-solida utilizando o Aspergillus niger CCT 0916 para 

producao de celulases, analisados para o experimento realizado com as seguintes 

condicoes: 45% de umidade e 1,0% de nitrogenio, uma vez que, para as mesmas 

condicoes, o caju lavado apresentou a maior atividade celulolitica media. 
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Figura 20 - Perfil cinetico do processo fermentativo do caju sem lavar para 45% de umidade e 1,0% de 

nitrogenio (• - Umidade; - pH) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Durante o processo realizado para o experimento nas condicoes acima descritas 

a umidade apresentou um valor medio de 43,21 ± 1,70, em base umida, ou seja, os 

resultados apresentaram um erro relativo em relacao a media da umidade de 3,94%. 

Considerando ser 1,70 (3,94%) um desvio baixo, pode-se sugerir que a umidade nao 

variou de forma expressiva, em media, durante a cinetica de fermentacao, podendo ser 

um indicio de que o metabolismo do microrganismo durante todo o processo nao alterou 

a umidade no reator. 

O pH, para este experimento, apresentou um valor medio de 3,96 ± 0,29 com um 

erro do relativo em relacao a media de 7,30%. Este valor (7,30%) pode ser considerado 

significativo e pode ser justificado pela producao e/ou assimilacao de acidos organicos 

pelos microrganismos durante o processo fermentativo. 

A Figura 21 apresenta os resultados para a atividade celulolitica no experimento 

cujas condicoes de umidade e concentracao de nitrogenio sao 45% e 1,0%, 

respectivamente. Atraves desta, e possivel analisar que, para estas condicoes, a cinetica 

de producao enzimatica revelou que o cultivo da enzima celulase iniciou ja nas 

primeiras horas do processo e apresentou picos de 0,19U/mL e 0,14U/mL em 7 e 30 

horas de cultivo respectivamente. Para o experimento realizado nas mesmas condicoes 

com o bagaco de caju lavado, a atividade celulolitica atinge seu maior valor em 44 horas 

de cultivo, chegando a um pico de 0,15U/mL. Menezes et aL (1991) obtiveram valores 

proximos a 0,25 UI/mL de celulase total de Aspergillus niger, quando utilizaram bagaco 

de cana pre-tratado com solucao de hidroxido de sodio 4%, como fonte de carbono e 

Umikalson et al. (1997) utilizando uma linhagem de Chaetomium globosum verificou 

que esta apresentou bom crescimento e substantial quantidade de celulase em fibras 

deslignificadas de palma, produzindo extrato celulolitico cuja atividade de celulase total 
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foi 1,4 UI/mL.zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Victor et al. (2003) obtiveram 0,0743, 0,0573 e 0,0502 UI/mL de 

celulase dentro de 12h de fermentacao quando serragem, bagaco de cana e sabugo de 

milho, respectivamente, foram utilizadas como substratos a partir de uma cepa de 

Aspergillus flavus. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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5. CONCLUSAO 

Caracterizacao: zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

^ A caracterizacao dos residuos secos do pedunculo de caju lavado e sem 

lavar mostrou, atraves dos dados experimentais, que estes possuem viabilidade para 

serem utilizados como substratos na sintese de celulases por fermentacao semi-solida, 

visto que apresentaram urn pH comumente encontrado nos residuos agroindustriais 

utilizados em fermentacoes para a producao de celulases por Aspergillus niger (4,58 

para o lavado e 4,33 para o sem lavar), e uma boa fonte de carbono representada pelos 

acucares redutores do bagaco lavado de 10,02, sendo estas condicoes favoraveis a 

adaptaeao do fungo propicios para producao destas enzimas. 

S Com a secagem, os residuos ficaram com umidade de 5,87 para o residuo 

lavado e 8,22 para o residuo sem lavar. Estes valores de umidade associados ao pH dos 

residuos, por volta de 4,0; permitiram que os residuos fossem armazenados em 

temperatura ambiente durante o decorrer dos experimentos. 

Processo Fermentativo: 

S O processo fermentativo do bagaco do caju lavado ocorreu durante 72 

horas apresentando ao longo desse tempo urn valor medio para a umidade nos 

experimentos de reprodutibilidade de dados de 52,72 ± 1,18, em base limida. Para o 

bagaco de caju sem lavar, a umidade apresentou um valor medio para estes 

experimentos de 52,46 ± 1,54, em base umida. 

S O pH, para os mesmos experimentos apresentou um valor medio de 3,71 

± 0,23, para o baga?o do caju lavado. Para o residuo sem lavar, o pH apresentou um 

valor medio de 3,96 ± 0,29. 

S Para os experimentos realizados sob as demais condicoes, para o residuo 

do caju lavado, todos apresentaram valores sem uma variacao significativa para as 

umidades, uma vez que toda agua evaporada devido ao calor gerado pelas atividades 

metabolicas do microrganismo pode ter sido compensada pelo fato de ter sido colocado 

um recipiente contendo agua destilada dentro da estufa, mantendo assim as condicoes 

iniciais de fermentacao no interior do reator. 
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SzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Em se tratando do pH do meio, para o mesmo bagaco, foi observado que 

sua variacao ao longo da fermentacao fol significativa para alguns experimentos 

realizados, uma vez que os erros relativos percentuais foram acima de 7%, erro relative 

esse encontrado como maximo na reprodutibilidade dos dados. 

S Em termos de producto de celulase, utilizando o bagaco do caju lavado, 

os resultados da reprodutibilidade de dados nos experimentos cujas condicoes de 

umidade e concentracao de nitrogenio foram 55% e 0,75%, respectivamente, mostram 

que, em geral, os pontos sao bem reprodutivos, sendo que as 30 horas de processo 

obteve-se a maior producao de celulase que se repetiu nas tres analises, com um desvio 

padrao de 0,03 para este ponto. Para o teor de acucares redutores (AR), nas condicoes 

efetuadas nos tres experimentos de reprodutibilidade de dados, seu perfil tende a cair ao 

longo do processo, sendo um indicio de que houve um provavel consumo da fonte de 

carbono para producao da enzima. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

•S Os resultados para os experimentos realizados nas condicoes de 65% e 

41% de umidade, e 1,0% e 0,75% de nitrogenio, para o bagaco lavado, nao 

apresentaram boa reprodutibilidade de analise, ficando impossibilitado o confronto 

destes dados de producao de celulase com os demais parametros avaliados durante o 

processo fermentativo. 

S Os maiores valores de atividade celulolitica para o residuo do pedunculo 

do caju lavado, foram obtidos nos experimentos com 45% e 1,0% de umidade e 

nitrgenio, respectivamente e 55% e 1,1% de umidade e nitrogenio, respectivamente, 

sendo os picos de atividade de 0,15 U/mL as 44 horas de processo para o primeiro, e 

0,14 U/mL as 30 e 54 horas de fermentacao, para o segundo. Estes valores, comparados 

aos da literatura, sao bons, visto que a celulase e uma enzima que apresenta baixo 

rendimento e o microrganismo utilizado foi modificado geneticamente para producao de 

pectinase. 

S Os demais experimentos apresentaram os maiores picos de producao de 

celulase em 30 horas de fermentacao. 
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6. PERSPECTIVAS: 

Com o objetivo de dar continuidade ao trabalho realizado, segue abaixo algumas 

sugestoes: 

S Para realizacao de novas fermentacoes para a producao da enzima 

celulase, recomenda-se outra cepa de Aspergillus niger, que nSo o CCT 

0916 ou outro microrganismo; zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

•f Utilizar e/ou otimizar um metodo para extracao da enzima observando o 

efeito da relacao da quantidade de fermentato e solvente de extracao, a 

temperatura, tempo e processo de agitacao; 

S Empregar novos metodos de analise para determinacao da atividade 

celulolitica, como por exemplo o metodo CMCase ou cromatografia, 

visto que neste trabalho foi empregado o metodo PFase, obtendo-se uma 

atividade celulolitica total. 
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Anexo I zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

ANEXO I zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

(Procedimento de preparagao do meio basico formulado no 

laboratorio do CTAA) 
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Anew I zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

O meio foi preparado dissolvendo a pectina em agua destilada sob agitacao 

vigorosa. Posteriormente, os outros componentes foram adicionados, e o volume do 

balao aferido. O meio foi entao levado a fervura para cozimento do Agar e depois 

distribuido em tubos de ensaio (18x180mm), nos quais foram adicionados 20mL do 

meio e tampados com rolhas de algodao envolvidos em gaze. O meio foi entSo 

esterilizado em autoclave durante 20 minutos a 0,5 atm e, ainda quente, inclinado. 

Os conidios, com o auxilio da alca de platina foram retirados do solo e 

transferidos para o meio e incubados por cinco dias em estufa a 30°C, e mantidos sob 

refrigeracao por um periodo maximo de quatro meses, obtendo-se assim o primeiro 

repique. 

Partindo do primeiro repique, foi obtido o segundo repique. Para tanto, com 

auxilio da alca de platina os esporos foram transferidos para o meio basico, descrito 

anteriormente, e incubados a temperatura de 30°C durante cinco dias. Cada repique 

pode ser mantido sob refrigeracao por um periodo de quatro meses e seguindo este 

procedimento cada suspensao de conidios no solo somente pode ser usada 4 ou 5 vezes, 

e depois descartada. 

O meio de sabugo de milho e um meio usado para producao de grande 

quantidade de conidios. O sabugo e apropriado para este fim, uma vez que o fungo 

cresce em uma superficie maior e consequentemente aumenta a esporulacao. Foi 

preparado de acordo com protocolo da Embrapa/CN PAT, no qual primeiro prepara-se 

as seguintes solucoes: 

Solucao A: pesou-se 20g de fosfato de potassio monobasico, dissolveu em agua 

destilada e transferi para um balao volumetrico de lOOmL e aferiu. 

Solucao B: pesou-se 3,96g de sulfate de zinco e dissolveu em um pouco de agua 

destilada. Adicionou-se 4,60g de sulfate de ferro, 0,0 lg de sulfate de manganes e 

0,5mL de acido sulfurico (95 - 97%). Apos completa dissolupao, avolumou-se a lOOmL 

com agua destilada. 

Solucao umidificante: Pesou-se 2,8g de peptona em um pouco de agua destilada, 

transferiu-se para um balao volumetrico de 50mL. Adicionou-se 0,19mL da solucao A e 

0,025mL da solucao B, avolumou-se e homogeneizou. 

Foram pesados 4,6g de sabugo de milho seco e moldo (com granulometria de 

aproximadamente 1 cm) e adicionado 6mL da solucao umidificante, para cada 

erlenmeyer de 125mL. O frasco foi tampado com tampao de algodao envolvido com 

gaze, homogeneizado e esterelizado em autoclave por 1 hora a 1 atm. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Anexo I zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Para inoculaeao do meio de sabugo de milho foram transferidos 1 OmL de uma 

solucao 0,3% (v/v) de Tween 80 para tubos com microrganismo de segundo repique. 

Com auxilio de uma alca de platina, os microrganismos foram desprendidos, 

homogeneizados e transferidos lmL para cada fiasco contendo o sabugo. Os frascos 

foram agitados e incubados em estufa a 30°C por um periodo de 5 dias. Apos este 

periodo os frascos foram armazenados sob refrigeracao por um periodo maximo de tres 

meses e utilizados como inoculo nos ensaios de fermentacao. 

Nos frascos de sabugo com esporos foram adicionados 40 mL de solucao 0,3% 

v/v de Tween. Apos agitacao os esporos foram transferidos para erlenmeyer esteril com 

auxilio de gaze esteril. A quantificacao da suspensao obtida foi feita atraves de 

contagem dos esporos em Camara de Neubauer espelhada. O volume de suspensao de 

esporos adicionado ao meio de fermentacao foi ajustado de modo a ter-se um inoculo de 

107 esporos por grama de substrate solido fixada nos 11 experimentos listados na matriz 

de planejamento. 
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ANEXO II zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

(Definicoes para cada termo da Equacao 3.9) 
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Anexo II zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

. . . . , . „ . ,  gzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Imol lumol 1L lh zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
Ati v idade( U/ m L) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA — ^ - x x —^ x x 

L x h 180g 10 6mol lOOOmL 60s 

ljimol 

180x10 6 xlOOOx60(mLxs) 
l j i H I O i x 

1000x60x180 

1000000 

ljimolxlOOxlO 

18x60(mLxs) 
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APENDICE zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

(Dados relativos aos experimentos executados) 
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Apendice zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Resultados dos demais experimentos para o parametro pH zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Experiment*) 
Temp© de 

Fermentacao 
pH Media Erro relativo % 

1 

LAVADO 

(45% de 

umidade e 

0,5% de 

nitrogenio) 

0 3,91 3,69±0,25 6,74 

1 

LAVADO 

(45% de 

umidade e 

0,5% de 

nitrogenio) 

7 4,00 1 

LAVADO 

(45% de 

umidade e 

0,5% de 

nitrogenio) 

20 3,89 

1 

LAVADO 

(45% de 

umidade e 

0,5% de 

nitrogenio) 

30 3,95 

1 

LAVADO 

(45% de 

umidade e 

0,5% de 

nitrogenio) 

44 3,55 

1 

LAVADO 

(45% de 

umidade e 

0,5% de 

nitrogenio) 54 3,50 

1 

LAVADO 

(45% de 

umidade e 

0,5% de 

nitrogenio) 
68 3,36 

1 

LAVADO 

(45% de 

umidade e 

0,5% de 

nitrogenio) 

72 3,35 

Experimento 
Tempo de 

Fermentacao 
pH Media Erro relativo % 

2 

LAVADO 
(45% de 

umidade e 1,0% 

de nitroginio) 

0 4,37 3,81±0,34 9,00 

2 

LAVADO 
(45% de 

umidade e 1,0% 

de nitroginio) 

7 4,63 

2 

LAVADO 
(45% de 

umidade e 1,0% 

de nitroginio) 

20 3,70 2 

LAVADO 
(45% de 

umidade e 1,0% 

de nitroginio) 

30 3,63 

2 

LAVADO 
(45% de 

umidade e 1,0% 

de nitroginio) 

44 3,44 

2 

LAVADO 
(45% de 

umidade e 1,0% 

de nitroginio) 54 3,60 

2 

LAVADO 
(45% de 

umidade e 1,0% 

de nitroginio) 

68 3,40 

2 

LAVADO 
(45% de 

umidade e 1,0% 

de nitroginio) 

72 3,74 

Experimento 
Tempo de 

Fermentacao 
pH Media Erro relativo % 

2 

SEM LAVAR 

(45% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

0 4,32 3,96 ±0,29 7,30 

2 

SEM LAVAR 

(45% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

7 4,59 

2 

SEM LAVAR 

(45% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

20 4,11 2 

SEM LAVAR 

(45% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

30 3,79 

2 

SEM LAVAR 

(45% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

44 3,73 

2 

SEM LAVAR 

(45% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 54 3,82 

2 

SEM LAVAR 

(45% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

68 3,74 

2 

SEM LAVAR 

(45% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

72 3,54 
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Experimento 
Tempo de 

Fermentacao 
pH Media Erro relativo % 

3 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 0,5% 

de nitrogenio) 

0 4,20 3,82±0,20 5,18 

3 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 0,5% 

de nitrogenio) 

7 4,21 

3 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 0,5% 

de nitrogenio) 

20 3,85 3 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 0,5% 

de nitrogenio) 

30 3,79 

3 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 0,5% 

de nitrogenio) 

44 3,79 

3 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 0,5% 

de nitrogenio) 54 3,58 

3 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 0,5% 

de nitrogenio) 

68 3,57 

3 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 0,5% 

de nitrogenio) 

72 3,59 

Experimento 
Tempo de 

Fermentacao 
pH Media Erro relativo % 

4 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

0 4,45 3,69 ± 0,43 11,60 

4 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

7 4,43 

4 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

20 3,77 4 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

30 3,80 

4 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

44 -3 *3 

4 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 54 3,15 

4 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

68 3,15 

4 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

72 3,20 

Experimento 
Tempo de 

Fermentacao 
pH Media Erro relativo % 

8 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitroginio) 

0 4,24 3,79±0,22 5,79 

8 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitroginio) 

7 4,02 

8 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitroginio) 

20 3,98 8 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitroginio) 

30 3,70 

8 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitroginio) 

44 3,65 

8 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitroginio) 54 3,61 

8 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitroginio) 

68 3,60 

8 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitroginio) 

72 3,50 
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Experimento 
Tempo de 

Fermentacao 
pH Media Erro relativo % 

9 

LAVADO 

(65%zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA de 

umidade e 1,0% 

de nitrog&uo) 

0 4,47 3,88±0,24 6,20 

9 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitrog&uo) 

7 4,25 

9 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitrog&uo) 

20 3,79 9 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitrog&uo) 

30 3,89 

9 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitrog&uo) 

44 3,63 

9 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitrog&uo) 54 3,73 

9 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitrog&uo) 

68 3,72 

9 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitrog&uo) 

72 3,58 

Experimento 
Tempo de 

Fermentacao 
pH Media Erro relativo % 

10 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

0 4,46 3,70*0,45 12,29 

10 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

7 4,37 

10 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

20 4,08 10 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

30 3,45 

10 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

44 3,34 

10 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 54 3,28 

10 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

68 3,31 

10 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

72 3,29 

Experimento 
Tempo de 

Fermentacao 
pH Media Erro relativo % 

11 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitroginio) 

0 4,45 3,86±0,42 10,87 

11 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitroginio) 

7 4,26 

11 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitroginio) 

20 4,09 11 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitroginio) 

30 4,33 

11 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitroginio) 

44 3,70 

11 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitroginio) 54 3,27 

11 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitroginio) 

68 3,20 

11 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitroginio) 

72 3,60 
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Resultados dos demais experimentos para o parametro Umidade zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Experimento 
Tempo de 

Fermentacao 

Umidade 

(%) 45% 
Media 

Erro relativo 

% 

1 

LAVADO 

(45% de 

umidade e 0,5% 

de nitrogenio) 

0 42,15 41,79 ±0,93 2,23 

1 

LAVADO 

(45% de 

umidade e 0,5% 

de nitrogenio) 

7 41,69 

1 

LAVADO 

(45% de 

umidade e 0,5% 

de nitrogenio) 

20 41,02 1 

LAVADO 

(45% de 

umidade e 0,5% 

de nitrogenio) 

30 43,43 

1 

LAVADO 

(45% de 

umidade e 0,5% 

de nitrogenio) 

44 40,50 

1 

LAVADO 

(45% de 

umidade e 0,5% 

de nitrogenio) 54 42,25 

1 

LAVADO 

(45% de 

umidade e 0,5% 

de nitrogenio) 

68 43,03 

1 

LAVADO 

(45% de 

umidade e 0,5% 

de nitrogenio) 

72 40,21 

Experimento 
Tempo de 

Fermentacao 

Umidade 

(%) 45% 
Media 

Erro relativo 

% 

2 

LAVADO 

(45% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

0 44,72 40,69 ±1,33 3,29 

2 

LAVADO 

(45% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

7 41,14 

2 

LAVADO 

(45% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

20 41,06 2 

LAVADO 

(45% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

30 38,85 

2 

LAVADO 

(45% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

44 40,88 

2 

LAVADO 

(45% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 54 37,84 

2 

LAVADO 

(45% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

68 40,02 

2 

LAVADO 

(45% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

72 40,99 

Experimento 
Tempo de 

Fermentacao 

Umidade 

(%) 45% 
Media 

Erro relativo 

% 

2 

SEMLAVAR 

(45% de 

umidade e 1,0% 

0 44,88 43,21 ± 1,70 3,94 

2 

SEMLAVAR 

(45% de 

umidade e 1,0% 

7 43,01 

2 

SEMLAVAR 

(45% de 

umidade e 1,0% 

20 46,01 2 

SEMLAVAR 

(45% de 

umidade e 1,0% 

30 44,34 

2 

SEMLAVAR 

(45% de 

umidade e 1,0% 44 44,41 

de nitrogenio) 54 42,23 de nitrogenio) 

68 37,62 

de nitrogenio) 

72 43,16 
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Experimento 
Tempo de 

Fermentacao 

Umidade 

(%) 65% 

„ „ „. Erro relativo 
Media 

/o 

3 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 0,5% 

de nitrogenio) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

0 64,48 61,99 ±1,11 ; 1,79 

3 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 0,5% 

de nitrogenio) 

7 62,13 

3 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 0,5% 

de nitrogenio) 

20 61,25 3 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 0,5% 

de nitrogenio) 

30 62,69 

3 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 0,5% 

de nitrogenio) 

44 60,21 

3 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 0,5% 

de nitrogenio) 54 62,86 

3 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 0,5% 

de nitrogenio) 

68 60,07 

3 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 0,5% 

de nitrogenio) 

72 62,25 

Experimento 
Tempo de 

Fermentacao 

Umidade 

(%) 65% 
Media 

Erro relativo 

% 

4 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

0 61,24 59,23 ± 2,00 3,39 

4 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

7 60,61 

4 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

20 60,42 4 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

30 59,28 

4 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

44 59,23 

4 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 54 61,80 

4 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

68 60,05 

4 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

72 51,21 

Experimento 
Tempo de 

Fermentacao 

Umidade 

(%) 55% 
Media 

Erro relativo 

% 

s 
LAVADO 

(55% de 

umidade e 0,4% 

de nitrogSnio) 

0 52,68 51,29 ±1,70 3,29 

s 
LAVADO 

(55% de 

umidade e 0,4% 

de nitrogSnio) 

7 53,90 

s 
LAVADO 

(55% de 

umidade e 0,4% 

de nitrogSnio) 

20 53,85 s 
LAVADO 

(55% de 

umidade e 0,4% 

de nitrogSnio) 

30 51,21 

s 
LAVADO 

(55% de 

umidade e 0,4% 

de nitrogSnio) 

44 51,17 

s 
LAVADO 

(55% de 

umidade e 0,4% 

de nitrogSnio) 54 51,47 

s 
LAVADO 

(55% de 

umidade e 0,4% 

de nitrogSnio) 

68 47,42 

s 
LAVADO 

(55% de 

umidade e 0,4% 

de nitrogSnio) 

72 48,59 
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Experimento 
Tempo de 

Fermentacao 

Umidade 

(%) 69% 
Media 

Erro relativo 

% 

9 

LAVADO 

(69% de 

umidade e 

0,75% de 

nitrogenio) 

0 68,69 65,87 ±1,53 2,31 

9 

LAVADO 

(69% de 

umidade e 

0,75% de 

nitrogenio) 

7 64,71 
9 

LAVADO 

(69% de 

umidade e 

0,75% de 

nitrogenio) 

20 64,83 
9 

LAVADO 

(69% de 

umidade e 

0,75% de 

nitrogenio) 

30 67,92 

9 

LAVADO 

(69% de 

umidade e 

0,75% de 

nitrogenio) 

44 65,82 

9 

LAVADO 

(69% de 

umidade e 

0,75% de 

nitrogenio) 
54 62,22 

9 

LAVADO 

(69% de 

umidade e 

0,75% de 

nitrogenio) 
68 67,08 

9 

LAVADO 

(69% de 

umidade e 

0,75% de 

nitrogenio) 

72 65,66 

Experimento 
Tempo de 

Fermentacao 

Umidade 

(%) 55% 
Media 

Erro relativo 

% 

10 

LAVADO 

(55% de 

umidade e 1,1% 

de nitrogenio) 

0 54,99 51,18 ±1,75 3,42 

10 

LAVADO 

(55% de 

umidade e 1,1% 

de nitrogenio) 

7 51,58 

10 

LAVADO 

(55% de 

umidade e 1,1% 

de nitrogenio) 

20 53,47 10 

LAVADO 

(55% de 

umidade e 1,1% 

de nitrogenio) 

30 51,42 

10 

LAVADO 

(55% de 

umidade e 1,1% 

de nitrogenio) 

44 51,43 

10 

LAVADO 

(55% de 

umidade e 1,1% 

de nitrogenio) 54 50,57 

10 

LAVADO 

(55% de 

umidade e 1,1% 

de nitrogenio) 

68 48,85 

10 

LAVADO 

(55% de 

umidade e 1,1% 

de nitrogenio) 

72 47,10 

Experimento 
Tempo de 

Fermentacao 

Umidade 

(%) 41% 
Media 

Erro relativo 

% 

11 

LAVADO 

(41% de 

umidade e 

0,75% de 

nitrogenio) 

0 40,34 38,59 ±0,53 1,38 

11 

LAVADO 

(41% de 

umidade e 

0,75% de 

nitrogenio) 

7 38,46 
11 

LAVADO 

(41% de 

umidade e 

0,75% de 

nitrogenio) 

20 38,37 
11 

LAVADO 

(41% de 

umidade e 

0,75% de 

nitrogenio) 

30 38,76 

11 

LAVADO 

(41% de 

umidade e 

0,75% de 

nitrogenio) 

44 38,79 

11 

LAVADO 

(41% de 

umidade e 

0,75% de 

nitrogenio) 
54 

11 

LAVADO 

(41% de 

umidade e 

0,75% de 

nitrogenio) 
68 38,38 

11 

LAVADO 

(41% de 

umidade e 

0,75% de 

nitrogenio) 

72 38,33 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Apendice zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Resultados dos experimentos de reprodutibiltdade de dados para o parametro AR zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Experimento 
Tempo de 

Fermentacao 
AR(g/L) Experimento AR(g/L) Experimento AR(g/L) 

0 2,08 2,99 1,69 

5 7 1,95 6 1,82 7 1,95 

LAVADO 20 1,52 LAVADO 0,82 LAVADO 1,52 

(55% de 30 1,46 (55% de 0,97 (55% de 0,68 

umidade e 44 1,01 umidade e 0,93 umidade e 0,62 

0,75% de 54 0,65 0,75% de 0,58 0,75% de 0,84 

nitrogenio) 68 1,10 nitrogenio) 0,39 nitrogenio) 0,13 

72 1,30 0,13 0,52 
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Apendice zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Resultados dos demais zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Experimento 
Tempo de 

Fermentacao 
AR(g/L) 

1 

LAVADO 

(45% de 

umidade e 0,5% 

de mtrogSnio) 

0 2,21 

1 

LAVADO 

(45% de 

umidade e 0,5% 

de mtrogSnio) 

7 2,08 

1 

LAVADO 

(45% de 

umidade e 0,5% 

de mtrogSnio) 

20 1,64 1 

LAVADO 

(45% de 

umidade e 0,5% 

de mtrogSnio) 

30 0,78 

1 

LAVADO 

(45% de 

umidade e 0,5% 

de mtrogSnio) 

44 0,93 

1 

LAVADO 

(45% de 

umidade e 0,5% 

de mtrogSnio) 54 0,91 

1 

LAVADO 

(45% de 

umidade e 0,5% 

de mtrogSnio) 

68 0,78 

1 

LAVADO 

(45% de 

umidade e 0,5% 

de mtrogSnio) 

72 1,17 

Experimento 
Tempo de 

Fermentacao zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
A R f e f l L)  

2 

LAVADO 

(45% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

0 1,82 

2 

LAVADO 

(45% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

7 1,82 

2 

LAVADO 

(45% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

20 1,64 2 

LAVADO 

(45% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

30 1,36 

2 

LAVADO 

(45% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

44 0,78 

2 

LAVADO 

(45% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 54 0,91 

2 

LAVADO 

(45% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

68 0,97 

2 

LAVADO 

(45% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

72 0,65 

Experimento 
Tempo de 

Fermentacao 
AR(g/L) 

8 

LAVADO 

(55% de 

umidade e 0,4% 

de nitrogSnio) 

0 1,95 

8 

LAVADO 

(55% de 

umidade e 0,4% 

de nitrogSnio) 

7 2,34 

8 

LAVADO 

(55% de 

umidade e 0,4% 

de nitrogSnio) 

20 0,93 8 

LAVADO 

(55% de 

umidade e 0,4% 

de nitrogSnio) 

30 0,68 

8 

LAVADO 

(55% de 

umidade e 0,4% 

de nitrogSnio) 

44 0,31 

8 

LAVADO 

(55% de 

umidade e 0,4% 

de nitrogSnio) 54 0,84 

8 

LAVADO 

(55% de 

umidade e 0,4% 

de nitrogSnio) 

68 1,04 

8 

LAVADO 

(55% de 

umidade e 0,4% 

de nitrogSnio) 

72 1,30 

para o parametro AR 

Experimento 
Tempo de 

Fermentacao 
AR (g/L) 

3 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 0, 

5%de 

nitrogenio) 

0 1,95 

3 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 0, 

5%de 

nitrogenio) 

7 1,69 
3 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 0, 

5%de 

nitrogenio) 

20 1,05 
3 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 0, 

5%de 

nitrogenio) 

30 0,49 

3 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 0, 

5%de 

nitrogenio) 

44 0,78 

3 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 0, 

5%de 

nitrogenio) 
54 0,84 

3 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 0, 

5%de 

nitrogenio) 
68 1,10 

3 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 0, 

5%de 

nitrogenio) 

72 0,26 

Experimento 
Tempo de 

Fermentacao 
AR(g/L) 

4 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

0 1,43 

4 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

7 1,56 

4 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

20 1,05 4 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

30 0,78 

4 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

44 0,31 

4 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 54 0,52 

4 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

68 0,39 

4 

LAVADO 

(65% de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

72 0,45 

Experimento 
Tempo de 

Fermentacao 
AR(g/L) 

9 

LAVADO 

(69% de 

umidade e 

0,75% de 

nitrogenio) 

0 1,30 

9 

LAVADO 

(69% de 

umidade e 

0,75% de 

nitrogenio) 

7 1,04 
9 

LAVADO 

(69% de 

umidade e 

0,75% de 

nitrogenio) 

20 0,93 
9 

LAVADO 

(69% de 

umidade e 

0,75% de 

nitrogenio) 

30 0,39 

9 

LAVADO 

(69% de 

umidade e 

0,75% de 

nitrogenio) 

44 0,47 

9 

LAVADO 

(69% de 

umidade e 

0,75% de 

nitrogenio) 
54 0,78 

9 

LAVADO 

(69% de 

umidade e 

0,75% de 

nitrogenio) 
68 0,26 

9 

LAVADO 

(69% de 

umidade e 

0,75% de 

nitrogenio) 

72 0,13 
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Apendice zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Experimento 
Tempo de 

Fermentacao 
AR(g/L) 

10 

LAVADO 

(55% de 

umidade e 1,1% 

de nitrogenio) 

0 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA1,04 

10 

LAVADO 

(55% de 

umidade e 1,1% 

de nitrogenio) 

7 1,82 

10 

LAVADO 

(55% de 

umidade e 1,1% 

de nitrogenio) 

20 1,64 10 

LAVADO 

(55% de 

umidade e 1,1% 

de nitrogenio) 

30 0,97 

10 

LAVADO 

(55% de 

umidade e 1,1% 

de nitrogenio) 

44 0,62 

10 

LAVADO 

(55% de 

umidade e 1,1% 

de nitrogenio) 54 0,26 

10 

LAVADO 

(55% de 

umidade e 1,1% 

de nitrogenio) 

68 0,78 

10 

LAVADO 

(55% de 

umidade e 1,1% 

de nitrogenio) 

72 0,52 

Experimento 
Tempo de 

Fermentacao 
AR(g/L) 

11 

LAVADO 

(41% de 

umidade e 

0,75% de 

nitrogSnio) 

0 0,19 

11 

LAVADO 

(41% de 

umidade e 

0,75% de 

nitrogSnio) 

7 0,18 
11 

LAVADO 

(41% de 

umidade e 

0,75% de 

nitrogSnio) 

20 0,11 
11 

LAVADO 

(41% de 

umidade e 

0,75% de 

nitrogSnio) 

30 0,17 

11 

LAVADO 

(41% de 

umidade e 

0,75% de 

nitrogSnio) 

44 0,13 

11 

LAVADO 

(41% de 

umidade e 

0,75% de 

nitrogSnio) 
54 0,14 

11 

LAVADO 

(41% de 

umidade e 

0,75% de 

nitrogSnio) 
68 0,14 

11 

LAVADO 

(41% de 

umidade e 

0,75% de 

nitrogSnio) 

72 0,12 
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Anexo II zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Resultados dos experimentos de reprodutibilidade de dados para o 

parametro AC 

Experimento 
Tempo de 

Fermentacao 

Atividade 

Ceiulolftica 

(U/mL) 

Experimento 

Atividade 

Ceiulolftica 

(U/mL) 

Experimento 

Atividade 

Ceiulolftica 

(U/mL) 

5 

L A V A D O zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

( 5 5 % de 

umidade e 

0 ,75% de 

nitrogenio) 

0 0,03 

6 

L A V A D O 

(55% de 

umidade e 

0 ,75% de 

nitrogenio) 

0,03 

7 

L A V A D O 

( 5 5 % de 

umidade e 

0 ,75% de 

nitrogenio) 

0,00 

5 

L A V A D O 

( 5 5 % de 

umidade e 

0 ,75% de 

nitrogenio) 

7 0,03 
6 

L A V A D O 

(55% de 

umidade e 

0 ,75% de 

nitrogenio) 

0,02 
7 

L A V A D O 

( 5 5 % de 

umidade e 

0 ,75% de 

nitrogenio) 

0,03 
5 

L A V A D O 

( 5 5 % de 

umidade e 

0 ,75% de 

nitrogenio) 

20 0,00 
6 

L A V A D O 

(55% de 

umidade e 

0 ,75% de 

nitrogenio) 

0,03 
7 

L A V A D O 

( 5 5 % de 

umidade e 

0 ,75% de 

nitrogenio) 

0,05 
5 

L A V A D O 

( 5 5 % de 

umidade e 

0 ,75% de 

nitrogenio) 

30 0,11 

6 

L A V A D O 

(55% de 

umidade e 

0 ,75% de 

nitrogenio) 

0,06 

7 

L A V A D O 

( 5 5 % de 

umidade e 

0 ,75% de 

nitrogenio) 

0,12 

5 

L A V A D O 

( 5 5 % de 

umidade e 

0 ,75% de 

nitrogenio) 

44 0,00 

6 

L A V A D O 

(55% de 

umidade e 

0 ,75% de 

nitrogenio) 

0,03 

7 

L A V A D O 

( 5 5 % de 

umidade e 

0 ,75% de 

nitrogenio) 

0,02 

5 

L A V A D O 

( 5 5 % de 

umidade e 

0 ,75% de 

nitrogenio) 
54 0,00 

6 

L A V A D O 

(55% de 

umidade e 

0 ,75% de 

nitrogenio) 
0,04 

7 

L A V A D O 

( 5 5 % de 

umidade e 

0 ,75% de 

nitrogenio) 
0,00 

5 

L A V A D O 

( 5 5 % de 

umidade e 

0 ,75% de 

nitrogenio) 

68 0,00 

6 

L A V A D O 

(55% de 

umidade e 

0 ,75% de 

nitrogenio) 
,01 

7 

L A V A D O 

( 5 5 % de 

umidade e 

0 ,75% de 

nitrogenio) 

0,02 

5 

L A V A D O 

( 5 5 % de 

umidade e 

0 ,75% de 

nitrogenio) 

72 0,00 

6 

L A V A D O 

(55% de 

umidade e 

0 ,75% de 

nitrogenio) 

0,00 

7 

L A V A D O 

( 5 5 % de 

umidade e 

0 ,75% de 

nitrogenio) 

0,00 

Experimento 
Tempo de 

Fermentacao 

Atividade 

Ceiulolftica 

(U/mL) 

Experimento 

Atividade 

Celulolitica 

(U/mL) 

5 

S E M L A V A R 

(5 5 % de 

umidade e 

0 ,75% de 

nitrogenio) 

0 0,09 

6 

S E M L A V A R 

( 5 5 % de 

umidade e 

0 ,75% de 

n itrogin io) 

0,09 

5 

S E M L A V A R 

(5 5 % de 

umidade e 

0 ,75% de 

nitrogenio) 

7 0,02 
6 

S E M L A V A R 

( 5 5 % de 

umidade e 

0 ,75% de 

n itrogin io) 

0,10 
5 

S E M L A V A R 

(5 5 % de 

umidade e 

0 ,75% de 

nitrogenio) 

20 0,02 
6 

S E M L A V A R 

( 5 5 % de 

umidade e 

0 ,75% de 

n itrogin io) 

0,06 
5 

S E M L A V A R 

(5 5 % de 

umidade e 

0 ,75% de 

nitrogenio) 

30 0,06 

6 

S E M L A V A R 

( 5 5 % de 

umidade e 

0 ,75% de 

n itrogin io) 

0,06 

5 

S E M L A V A R 

(5 5 % de 

umidade e 

0 ,75% de 

nitrogenio) 

44 0,06 

6 

S E M L A V A R 

( 5 5 % de 

umidade e 

0 ,75% de 

n itrogin io) 

0,06 

5 

S E M L A V A R 

(5 5 % de 

umidade e 

0 ,75% de 

nitrogenio) 
54 0,05 

6 

S E M L A V A R 

( 5 5 % de 

umidade e 

0 ,75% de 

n itrogin io) 
0,00 

5 

S E M L A V A R 

(5 5 % de 

umidade e 

0 ,75% de 

nitrogenio) 

68 0,01 

6 

S E M L A V A R 

( 5 5 % de 

umidade e 

0 ,75% de 

n itrogin io) 

0,01 

5 

S E M L A V A R 

(5 5 % de 

umidade e 

0 ,75% de 

nitrogenio) 

72 0,02 

6 

S E M L A V A R 

( 5 5 % de 

umidade e 

0 ,75% de 

n itrogin io) 

0,00 
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Anexo II zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Resultados do experimento 2 para o parametro AC 

Experimento 
Tempo de 

Fermentacao 

Atividade 

Ceiulolftica 

(U/mL) 

2 

L A V A D O zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

( 4 5 % de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

0 0,00 

2 

L A V A D O 

( 4 5 % de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

7 0,02 

2 

L A V A D O 

( 4 5 % de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

20 0,09 2 

L A V A D O 

( 4 5 % de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

30 0,14 

2 

L A V A D O 

( 4 5 % de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

44 0,15 

2 

L A V A D O 

( 4 5 % de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 54 0,05 

2 

L A V A D O 

( 4 5 % de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

68 0,00 

2 

L A V A D O 

( 4 5 % de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

72 0,00 

Experimento 
Tempo de 

Fermentacao 

Atividade 

Ceiulolftica 

(U/mL) 

2 

S E M L A V A R 

( 4 5 % de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

0 0,14 

2 

S E M L A V A R 

( 4 5 % de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

7 0,19 

2 

S E M L A V A R 

( 4 5 % de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

20 0,09 2 

S E M L A V A R 

( 4 5 % de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

30 0,14 

2 

S E M L A V A R 

( 4 5 % de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

44 0,01 

2 

S E M L A V A R 

( 4 5 % de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 54 0,00 

2 

S E M L A V A R 

( 4 5 % de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

68 0,01 

2 

S E M L A V A R 

( 4 5 % de 

umidade e 1,0% 

de nitrogenio) 

72 0,02 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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