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RESUMO

CAVALCANTE, I.S.Biodegradacéo da Celulose, Hemicelulose e Lignina Presentes no
Farelo de Cacau Visando & Formagao de AgUcares Redutores. Itapetinga - BA: UESB,
2013. 67 p. (Dissertacio — Mestrado em Ciéncias Ambientais — Area de Concentragio em
Meio Ambiente e Desenvolvimento)*

O objetivo do presente trabalho consistiu no aproveitamento do farelo de cacau na
producdo de acucares fermentéveis, utilizando o processo de fermentacdo em estado sélido
(FES) com os fungos filamentosos Aspegillus oryzae e Rhizopus sp. Os fatores estudados
foram: variacdo de tempo, umidade e temperatura. Apds a fermentacdo, os extratos
enziméticos foram recuperados e realizadas as analises do teor de acucar redutor, e das
atividades enzimaticas, CMCase, FPase, Xilanase, Lacases, Peroxidases e Manganés
peroxidase. Os dados foram avaliados por meio da andlise de variancia e regresséo, além
da utilizacdo da metodologia de superficie de resposta com o delineamento Box-Behnken
(DBB) no esquema fatorial 23. Os modelos foram escolhidos com base no coeficiente de
determinacdo (r2) e no fendmeno em estudo, e a significancia observada por meio do teste
F, a 5% de probabilidade, utilizando o sistema de andlises SAS e para montagem dos
gréficos o programa SigmaPlot 11.0. Os fungos elevaram a concentracdo de agUcar redutor
do residuo (11 e 9%, sendo os valores para Rhizopus e Aspergillus oryzae
respectivamente), e durante esse processo ocorreu atividade enziméatica da CMCase (17 e
22U/g), FPase (15 e 14U/g) Xilanase (26 e 20U/g), Lacase (15000 e 28000U/g),
Peroxidase (45000 e 90000U/g) e Mn peroxidase(22000 e 28000U/g) sendo que, os fatores
mais influentes neste trabalho foram o tempo e a umidade. Os fungos se mostraram
promissores para producdo de compostos de interesse industrial, como os aglcares
fermentaveis na producéo de bioetanol e as enzimas que tem mercado amplo em diversas
areas como de alimentos e farmécia, por exemplo. A FES é um processo viadvel e que
permite aproveitar residuos agregando valores para 0 mesmo beneficiando o agronegocio.

Palavras-chaves: Residuo, Fermentacdo em Estado Soélido, Aglcar Redutor, Atividades
Enzimaticas.

*Qrientador: Marcelo Franco D. Sc. UESB.



ABSTRACT

CAVALCANTE, I. S. Celulose Biodegradation, Hemicellulose and Lignin Found in
Bran Cocoa Aiming the Formation of Reduction Sugars. Itapetinga - BA: UESB, 2013.
67 p. (Thesis - Master in Environmental Sciences - Concentration Area in Environment
and Development) *

The purpose of this work was the use of cocoa bran in the production of fermentable
sugars, using the process of solid state fermentation (SSF) with the filamentous fungus
Aspergillus oryzae and Rhizopus sp. The factors studied were: time variation, humidity and
temperature. After fermentation, the enzymatic extracts were recovered and submitted to
the analysis of the content of reducing sugar, and enzymatic activities, CMCase, FPase,
Xylanase, Laccases, Peroxidases and Manganese peroxidase. Data were evaluated by the
analysis of variance and regression, in addition to the use of response surface methodology
as the Box-Behnken design (DBB) in a factorial 2 3. The models were chosen based on
determination coefficient (R ?) and on the experiment in study, and the significance
observed by the F test, at 5% probability, using the analysis system SAS, and to elaborate
the graphics the program SigmaPlot 11.0. Fungi increased the concentration of reducing
sugar residue (11% and 9%, Rhizopus sp and Aspergillus oryzae respectively), and during
this process occurred CMCase enzymatic activity (17 U/ gand 22 U/ g), FPase (15U /g,
14 U/ g) Xylanase (26 and 20 U / g) Laccase (15,000 U / g and 28,000 U / g), peroxidase
(45,000 U / g and 90,000 U / g) and manganese peroxidase (22,000 U / g and 28,000U / g)
the factors that influenced this work were time and humidity. Fungi were promising for
the production of industrial interesting compounds such as fermentable sugars in the
production of bioethanol and the enzymes that have a broad market in various fields such
as pharmacy and food, for example. The SSF is a viable process that allows the use of
waste by adding value, benefiting the agroindustrial complex of cocoa.

Keywords: Waste, SSF, Reducing Sugar, Enzymatic Activities.

*Qrientador: Marcelo Franco D. Sc. UESB.
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1INTRODUCAO

A geragdo de residuos é um problema que abrange todos os setores de producéo e o
descarte incorreto desses, causam diversos problemas ambientais (ASGHER, 2008),
tornando-se necessario minimizar os impactos causados. Considerando que esses residuos
s80 recursos renovaveis, sub-produtos ou produtos secundarios, muitos estudos tém sido

realizados visando o seu aproveitamento de forma viavel (SPIER, 2005; GHORAI, 2009).

No agroneg6cio cacaueiro aproveita-se menos de 8% do fruto para producdo de
manteiga e chocolate. O aproveitamento destes residuos seria vantajoso para aumentar a
margem de lucros deste agronegocio. O estado da Bahia € um dos maiores responsaveis
por a producdo nacional deste fruto, e o Unico da regido Nordeste (MAPA, 2013). Uma
parte do residuo do cacau é o farelo de cacau, que é o subproduto da retirada do tegumento
antes da torrefacdo das sementes (CARVALHO, 2006) e pode ser encontrado no mercado

com precos acessiveis.

Como esses residuos sdo de origem vegetal e a parede celular dos vegetais é rica
em lignocelulose, que por sua vez é constituida principalmente de celulose, hemicelulose
elignina (ZUNIGA, 2010), os quais sdo 0s compostos organicos mais abundantes do
planeta, ediversas pesquisas cientificas tém se destacado, com a finalidade de

biotransformar esses compostos em agucares fermentaveis.

Os processos fermentativos para aproveitamento desses compostos lignocelulésicos
tornam viavel a producdo de produtos com alto valor agregado (PANDEY, 2003). Neste
contexto, a fermentacdo em estado solido (FES) desempenha um papel de destaque no
aproveitamento desses residuos, pois devido ao crescimento microbiano, ocorre a sintese
de diversos compostos, dos quais muitos sdo de grande interesse para segmentos
industriais (PINTO, 2005).

Os fungos filamentosos s&o 0s mais promissores na produgdo de biomassa, uma vez
que além de elevarem o teor protéico, também aumentam a biodisponibilidade de diversos
compostos, como agucares fermentaveis e diversas enzimas de interesse biotecnoldgico. O

género Rhizopus é considerado especialmente importante, pela produgdo de proteinas com



elevada digestibilidade e auséncia de substancias tdxicas, enquanto que o Aspergillus pode
produzir cerca de 20 tipos diferentes de enzimas (CASTRO, 2006; SILVEIRA, 2007).

A partir do exposto, este trabalho teve como objetivo o aproveitamento do farelo de
cacau na producdo de acucares fermentaveis, utilizando o processo de fermentagdo em
estado solido com os fungos filamentosos Aspegillus oryzae e Rhizopus sp. Para alcancar

este objetivo, foram definidos alguns objetivos especificos:

> Fermentar o residuo sélido do cacau;
> Recuperar 0s extratos enzimaticos;
» Quantificar a quantidade de agucares redutores antes e ap6s a fermentagéo;

» Avaliar as atividades das enzimas produzidas no bioprocesso;



2REFERENCIAL TEORICO

2.1 Residuos agroindustriais

Assim como outros setores da economia, 0 agronegé6cio tem gerado grandes
quantidades de residuos, que causam diversos danos ambientais, como a polui¢do dos
solos, das aguas e da atmosfera (ASGHER, 2008). Esses residuos sdo gerados
principalmente por industrias de processamento de frutas, carnes, de celulose e papel,
usinas sucroalcoleiras, entre outras (DANTAS & AQUINO, 2010). Para amenizar o efeito
dos problemas causados pelo descarte incorreto, varias medidas visando proteger e
recuperar 0 meio ambiente estdo se expandido nos mais diversos setores de producéo e a
sociedade tem refletido mais profundamente a questdo da polui¢do causada pelos residuos
gerados (SILVA, 2006).

Entre essas medidas, diversos estudos estdo sendo realizados visando aproveitar
esses residuos que sdo considerados sub-produtos ou produtos secundarios e o seu
aproveitamento pode ser uma alternativa viavel e promissora (SPIER, 2005; GHORAI,
2009), pois sdo gerados em grande quantidade e muitas vezes sem nenhum valor comercial
(SANTOS, 2010). Os residuos agroindustriais como o farelo de cacau, bagago de cana,
palha de milho, por exemplo, sdo ricos em compostos lignocelulésicos que s&o compostos

organicos mais abundantes no planeta, disponiveis nas paredes celulares das plantas.

A formacéo das paredes celulares acontece durante o processo de divisao da célula,
e sdo elas: a parede priméria, que é formada por celulose, hemicelulose e outros
polissacarideos e a parede secundéria, que basicamente consiste de celulose e outros
polissacarideos, além de outras substancias como a lignina que sdo depositadas na parede
(CUTTER, 1986). A lignina se liga fortemente a fibra de celulose e & hemicelulose, e com
essa formacdo o complexo lignoceluldsicos (Figura 1) é resistente & conversdo por agentes
quimicos e microbianos (ZUNIGA, 2010). A porcentagem da composi¢do pode variar de
acordo a espécie, contudo a maior parte é de celulose, seguida da lignina e hemicelulose
(SANTOS et al., 2011a).



Figura 1 - Esquema estrutural simplificado das fibras do material lignoceluldsico (LEE, 1997
apud AGUIAR, 2010).

2.1.1 Compostos lignocelulésicos
2.1.1.1 Celulose

A celulose é um polimero estrutural linear formado por unidade de B-D-glicose,
ligadas entre si por ligacdes glicosidicas do tipo B-(1—4)como apresentado na Figura 2
(SANTINO et al., 2008). Duas unidades adjacentes formam uma ligacdo glicosidica
eliminando uma molécula de agua e envolve os grupos hidroxilicos dos carbonos 1 e 4,
esta estrutura dissacaridica recebe o nome de celobiose, que € a unidade conformacional
minima da celulose, sendo que a glicose ¢ a unidade fundamental das cadeias
(AGUIAR, 2010).

Normalmente, o tamanho da molécula de celulose é expresso de acordo o nimero
de unidades de glicose presente na fibra (SANTOS, 2010). Na sintese das moléculas de
celulose, elas sofrem um rearranjo e formam um grande nimero de ligacfes de pontes
de hidrogénio que competem com a &gua de hidratagdo das hidroxilas, onde se forma
um complexo cristalino chamado microfibrila, extremamente compactado e
desidratado que resiste a grandes acdes externas, como a hidrdlise acida e também a
enzimética (KERBAUY, 2008; SANTOS, 2011). Porém, s6 a cristalinidade néo é
capaz de impedir a hidrélise enzimatica se uma alta concentracdo de enzimas for
utilizada (SANTQOS, 2010).



Figura 2 - Cadeia de celulose (mostrando as ligagdes glicosidicas do tipo B-(1—4)).
BIOMASSA, 2012.
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2.1.1.2 Hemicelulose

A hemicelulose ndo é quimicamente homogénea, diferente da celulose, € um
heteropolissacarideo, pois apresenta cadeias laterais curtas de diferentes tipos de
aclcares (SANTINO et al., 2008). Entre as substancias mais encontradas nas
hemiceluloses séo as pentoses (xilose, ramnose e arabinose), hexoses (glicose, manose e
galactose) e acidos urdnicos (acidos 4-O-metil-glucurdnico e galacturénico) (MONTE,
2009). As hemiceluloses sdo interligadas por polimeros pécticos, interconectando as
fibrilas (CUTTER, 1986). Segundo Santos (2008), o termo hemicelulose ndo designa
um composto quimico definido, mas uma classe de componentes poliméricos presentes

em vegetais fibrosos, possuindo, cada componente, propriedades peculiares.

2.1.1.3 Lignina

A lignina é uma macromolécula ramificada (Figura 3) e amorfa, com estrutura
heterogénea que forma uma rede de anéis arométicos unidos principalmente por
ligacbes alquil-aril-éter (ZUNIGA, 2010). A lignina funciona como um suporte de
defesa atuando como uma barreira natural no tecido da planta contra microrganismos e
que pode formar complexos de elevada estabilidade com as enzimas (SILVA et al.,
2010; ZUNIGA, 2010). Sabe-se também que a lignina é importante no transporte de
agua, nutrientes e metabolitos (SALIBA et al., 2001).

A estrutura tridimensional confere a lignina uma rigidez e resisténcia a forga de
compressdo na parede celular, agindo também como um agente permanente de ligacéo
entre as células (SANTOS, 2008).



Figura 3 - Esquema estrutural proposto para lignina de Picea abies (VELOSO, 1993).
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2.2 Residuo de cacau (Theobroma cacao L.)

O cacaueiro (Figura 4) é uma planta originaria da América Central que adaptou-se

muito bem ao clima do sul da Bahia, sendo considerado uma cultura muito importante nas
microrregibes onde € cultivado (CUENCA & NAZARIO, 2004). No Brasil os estados

produtores de cacau sdao Acre, Amazonas, Amapa, Bahia, Espirito Santo, Mato Grosso,

Ronddnia, Roraima e Pard (MAPA, 2013).

Apenas 8 % em peso do fruto é aproveitado, assim em relacdo a esta cultura é uma

fonte que se destaca para estudo, pois reaproveitar os subprodutos efou residuos

(aproximadamente 92%) pode ser um fator importante na viabilidade econdmica desse

agronegacio.



Considerando que o farelo de cacau representa 10% da producdo das améndoas
secas de cacau, que é cerca de aproximadamente 200 mil toneladas por ano (MAPA,
2013), estima-se que a producéo brasileira desse subproduto seja de 20.000 t. O farelo de
cacau é o subproduto da retirada do tegumento antes da torrefagdo das sementes, para
producgéo de manteiga ou chocolate (CARVALHO, 2006).

Figura4 - Cacau —Theobroma cacao. Fonte: (Ceplac, 2012).
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2.3 Fermentacgdo em estado solido (FES)

A fermentacdo em estado solido pode ser definida como a deposicdo de
microrganismos sobre particulas sélidas (residuo) com atividade de agua suficiente para o
crescimento celular (GERVAIS, 2003), sendo que a quantidade de agua varia de um
residuo para o outro (SPIER, 2005). Este processo € utilizado desde a antiguidade, sendo
que o uso do molho de soja da China é reportado desde 3000 a.C e no Japdo e sudoeste da
Asia desde 1000 a.C (ARAUJO, 2004).

A Fermentacdo em Estado Solido (FES) possui um papel de destaque quando se
refere em aproveitamento de residuos sélidos, pois € um processo viavel para a produ¢do
de compostos com alto valor agregado (PANDEY, 2003; DANTAS & AQUINO,
2010),sendo um bioprocesso especifico para a transformacgdo de biomassa vegetal, pois em
virtude do crescimento microbiano, ocorre a sintese de diversos compostos, dos quais
muitos apresentam grande interesse para diversos segmentos industriais (PINTO, 2005)

como, a produgdo de enzimas, biocompostos, aromas, acidos organicos, queijos, fungos



comestiveis, enriquecimento proteico e producdo de alimentos orientais fermentados
(ANUPAMA, 2000; SPIER, 2005).

A transformacdo industrial de biomassa apresenta inimeras vantagens, quando
comparada aos métodos tradicionais de producdo de enzimas. As vantagens mais
caracteristicas sdo: a alta velocidade de crescimento; o alto conteldo de biocompostos; a
possibilidade de utilizacdo de uma grande diversidade de fontes de carbono alternativas; as
instalacdes para o desenvolvimento dos processos fermentativos ocupam pequenas areas e
resultam em alta producdo; a produgdo microbiana independe das variacBes climaticas
(REGULY, 2000). Como também o baixo custo, pois além de poder utilizar residuos
agroindustriais, estes, necessitam apenas de um pré-tratamento simples (OLIVEIRA et al.,
2011).

Além das vantagens apresentadas acima, Bon et al. (2008) também destaca como
sendo vantagens da FES: a simplicidade dos meios de cultivo (0 substrato pode requerer
apenas adicdo de &gua); auséncia do requerimento de equipamentos sofisticados; reduzido
consumo de energia; baixo grau de umidade, reduzindo o risco de contaminagéo;
estabilidade da enzima secretada e baixo nivel de repressdo catabdlica; possibilidade de
extracdo imediata do produto através da adicdo direta de solventes ou por filtragcdo do meio

fermentado e pequenas quantidades de aguas residuais.
2.3.1 Fatores que influenciam a FES
2.3.1.1pH

Em qualquer processo bioldgico o pH é uma variavel importante, e para cada
microrganismo existe um valor minimo, 6timo e méximo para seu desenvolvimento
(SANTOS, 2007).Para os fungos o pH varia de 4,5 4 5,0.

2.3.1.2 Temperatura

Na fermentacdo em estado sélido, devido a atividade metabdlica dos
microrganismos, € liberada grande quantidade de calor e por isso, 0 processo é
considerado exotérmico (ROCHA, 2010). A temperatura para os fungos filamentosos é
um fator consideravel, pois afeta diretamente a germinacdo dos esporos, crescimento e
formagé&o dos produtos (SOUZA, 2008).



No inicio do processo fermentativo, a temperatura e a concentragdo de oxigénio sdo
0s mesmos em qualquer ponto do substrato (SANTOS, 2007), mas 0 oxigénio vai se
difundindo com o progresso da fermentacdo permitindo assim que as reacdes
metabdlicas acontecam, liberando calor que ndo é dissipado por causa da baixa
condutividade térmica do substrato (ROCHA, 2010). Portanto, sdo formados gradientes
de temperatura e de concentragdo de oxigénio, que podem se tornar excessivos a
depender dos parametros para controlar o sistema (SANTOS, 2007), e a partir desse
momento podem ser formadas zonas de alta temperatura e baixa concentragcdo de
oxigénio, afetando negativamente a produtividade em termos de formacdo de biomassa
e metabdlitos desejaveis (PALMA, 2003).

Para tentar solucionar este problema de liberagdo de calor em escala industrial,
Santos (2007) faz algumas sugestdes como: aeragdo forcada com ar imido para remover
calor por conducéo; aeracdo forgada com ar seco removendo calor por evaporagao;
resfriamento da superficie externa do biorreator, com jaqueta de agua; circulacdo de
agua resfriada através de um trocador de calor interno; e por fim, colocar o biorreator

em uma sala com temperatura controlada ou em um banho com agua.
2.3.1.3 Umidade e atividade de agua (aw)

A umidade refere-se & concentracdo de agua existente no material e a atividade de
agua, mede a quantidade de agua disponivel no residuo & disposi¢do do microrganismo,
influenciando o crescimento e os processos bioquimicos (COLEN, 2006; SANTOS,
2007).

Na FES a agua tem um papel muito importante, pois € responsavel pela
disseminacdo de solutos, gases, metabdlitos inibitérios e pela absorcdo celular
(ROCHA, 2010). A umidade do substrato é um fator importante, pois afeta diretamente
0 produto final e o desenvolvimento do microrganismo (SANTOS, 2007). Pinheiro
(2006) afirma que se a umidade estiver muito elevada, diminui a porosidade do
substrato, dificultando a transferéncia de oxigénio. E muito importante controlar a

umidade na FES para aumentar a producéo de enzimas (ROCHA, 2010).

A umidade 6tima para cultivar o microrganismo depende da capacidade do
substrato em reter 4gua, podendo variar de um residuo para o outro, pois de acordo com

Santos (2007) a umidade para cultivar Aspergillus niger em arroz € de 40% e em polpa



de café € de 80%, por isso é dificil estabelecer apenas uma umidade ideal pra todos os

substratos.
2.4 Fungos filamentosos na FES

Os fungos filamentosos tem se destacado na fermentagdo em estado sdlido, pois
esse processo simula o habitat natural oferecendo nutrientes bésicos para 0s
microrganismos e essa vantagem se estende a produgéo de enzimas (SANTOS et al, 2010;
ALEXANDRINO et al., 2007). Outra vantagem dos fungos filamentosos é que a depender
do tipo de residuo, se desenvolvem em baixas umidades e essa ndo é uma caracteristica das
bactérias e leveduras (SPIER, 2005).

Muitas enzimas de interesse industrial sdo produzidas pelos fungos. Bon et al.
(2008), falam que sua forma de crescimento em hifas, boa tolerancia a baixa atividade de
agua e elevada pressdo osmdtica conferem aos fungos vantagens em relagdo aos
microrganismos unicelulares para colonizar os substratos sdlidos. A formagdo de esporos
que sdo dispersos por correntes de ar e se caracterizam pela nutri¢do através da absorcéo, é
outro fator de vantagem dos fungos, com exce¢do das leveduras (que a maioria é
unicelular), geralmente as espécies produzem um micélio bem desenvolvido constituido de
hifas septadas ou cenociticas (SPIER, 2005).

2.4.1 Rhizopus

O género Rhizopus pertence ao filo Eumycophyta, que séo considerados fungos
verdadeiros. O corpo desses microrganismos € formado por numerosos filamentos
denominados hifas, formando um emaranhado chamado micélio. O Rhizopus sp.
pertence ao grupo dos ficomicetos, desenvolvem-se sobre matéria organica Umida,
constituindo o bolor com coloracdo preta e apresentam micélio ramificado e
desorganizado. Santos et al. (2011a), afirma que a estirpe de Rhizopus sp. € muito
promissora na producdo de enzimas celulésicas. A Figura 5 mostra uma imagem feita

de Rhizopus sp. a partir de um microscépio dptico.



Figura 5 A e B - Imagem de Rhizopus sp. obtida de um microscopio dptico. Fonte: Spier
(2005).
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O Rhizopus sp. é usado na producdo de queijos e acidos organicos, em especial
cido fumérico, além de serem produtores de enzimas como fitase, glicoamilase e outras
(RAMACHANDRAN, 2004; ESPOSITO, 2004; THAN, 2002).

2.4.2 Aspergillus

Esse género é um dos mais conhecidos por ser um dos mais estudados,
principalmente na producdo de enzimas no setor alimenticio. O género Aspergillus
(Figura 6) pertence a familia Trichocomaceae, ordem dos Eurotiales e ao filo
Ascomycota. As colbnias de fungos deste género podem apresentar coloragdo branca,
amarela, amarelo-esverdeada, amarronzada ou verde, e a taxa de crescimento é rapida a
moderadamente rapida (SPIER, 2005). As espécies mais conhecidas desse género sao:
Aspergillusflavus, A. niger, A. oryzae, A. nidulans, A. fumigatus, A. clavatus, A.
glaucus, A. ustus e 0 A. versicolor(SANTANA, 2012).

Os fungos do género Aspergillus sdo economicamente importantes, sendo
utilizados em numerosas fermentagdes, incluindo a producdo de é&cidos citrico e
glutdmico, além de ser citado como o microrganismo mais usado na producdo de
diversos compostos. O molho shoyu é preparado a base de soja e trigo que sdo
fermentados por Aspergillus soyae ou Aspergillus oryzae (ESPOSITO, 2004).



Figura 6 - Imagem de um exemplar do género Aspergillus. Fonte: Aspergillus (2012)

2.5 Enzimas

A histéria das enzimas comega no inicio do século XIX, quando foram descobertas
e desde entdo muitos estudos sobre as mesmas, tém sido realizados (SANTINO, 2008).
Elas catalisam diversas estruturas e desempenham diferentes tarefas como a biossintese de
muitos metabolitos (OLIVEIRA & MANTOVANI, 2009). Atualmente as enzimas de uso
industrial s&o um dos principais interesses do mercado biotecnoldgico. Diante disso,
estudos tem se realizado visando tornar esse processo de producéo de enzimas mais barato,
utilizando microrganismos na producdo e aproveitando materiais lignoceluldsicos, e

buscando formas de reproduzir esse processo em escala industrial.

As enzimas celulases sdo um complexo enzimatico, responsavel pela degradacao de
celulose e esta dividido em: endoglucanases e exoglucanases. As endoglucanases sdo
responsaveis por iniciar a hidrolise e por solubilizar rapidamente o polimero celulésico,
quebrando primeiramente as ligagcBes internas produzindo oligassacarideos com peso
molecular menor (SANTOS et al. 2011b), e conseqiientemente liberam novos terminais,
um redutor e outro ndo-redutor. As exoglucanases sdo enzimas que atuam na regido
externa da celulose (CASTRO & PEREIRA Jr, 2010), que se dividem em

celobiohidrolases, que liberam celobiose das extremidades da celulose, e as



glucanohidrolases, hidrolisam a fibra celulésica liberando glicose diretamente do polimero
(SANTOS et al., 2011a; ). A xilanase € uma enzima que hidrolisa a xilana presente na
hemicelulose (ALEXANDRINO et al. 2007), e por sua vez, tem despertado interesse da
industria de alimentos e da industria de combustivel liquido, entre outros. A lacase, a
lignina peroxidase e Manganés peroxidase, que sdo enzimas lignoliticas responsaveis pela

degradacdo da lignina, também se destacam nos mais variados estudos.

2.6 Acucares fermentéaveis

Os acucares redutores sdo carboidratos monossacarideos que possuem grupos
carbonilico ou cetdnicos livres, ou seja, uma extremidade de sua cadeia carbdnica esta
liberada para reagir e estes carbonos sdo conhecidos como carbonos anoméricos, por nao
estar envolvido em ligacBes glicosidicas e sdo capazes de oxidarem na presenca de agentes
oxidantes, como ions férricos (Fe %) e clpricos (Cu 2*) em solugdes alcalinas(SILVA et al.
2003; SCHIMITES, 2013).

Na inddstria de alimentos é muito importante determinar a concentracdo dos
acUcares para conhecer o valor nutritivo dos componentes digeriveis, como também para
conhecer a composicdo centesimal e assim enquadrar determinado alimento dentro dos
padrfes aceitaveis da alimentacdo, e em alguns alimentos como o leite condensado a

depender da concentragéo exerce o papel de conservante (G100, 2013).

Para a inddstria de combustivel liquido, os aglcares sdo muito importantes pois
através do processo de fermentacdo alcodlica onde as leveduras utilizam o agucar para
produzir energia que usa em suas atividades fisioldgicas, e durante este processo sao

transformados em etanol e CO,, catalisados por enzimas (CASADEI ,2012).



3MATERIAL E METODOS

3.1 Residuo de Cacau

O farelo de cacau (Figura 7A) foi cedido por fabricas produtoras de cacau,
localizadas na regido sul da Bahia. O residuo passou por um processo de secagem e
esterilizagdo a 70 °C durante 24 horas, em secadora SOLAB ¢ em seguida triturado em um
moinho de facas tipo Willey (Figura 7B),sendo obtido ao final do processo um residuo

com aproximadamente 2 milimetros de granulometria.

Figura 7 - A) Residuo de cacau moido para fermentacdo; B) Moinho de facas. Fonte: O autor

3.1.1 Pré-tratamento de Residuo de cacau

Uma parte do residuo de cacau passou por processo para extracdo de todo o aglcar
redutor disponivel. A extracdo do aclcar foi baseado no método de determinacdo de
acucares redutores por calorimetria (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985), onde para cada
10 g de residuo foi adicionado 50 ml de agua que foi aquecido até ebuli¢cdo, em seguida
transferida para um baldo volumétrico de 200 mL e o volume completado, agitado e
filtrado em papel filtro seco. Esse processo foi realizado por trés vezes com 0 mesmo

residuo e em seguida realizou-se a titulacdo para comprovar que a quantidade de aclcar



redutor chegou a 0. Depois desse processo, o residuo passou pela estufa de secagem a 70°

C por 24 horas para ser submetido as condi¢Bes desejadas no processo de fermentag&o.

3.2 Microrganismos

Os microrganismos selecionados para o desenvolvimento desse trabalho foram os
fungos filamentosos Rhizopus sp. E Aspergillus oryzae proveniente do Laboratdrio de

Reaproveitamento de Residuos Agroindustriais - LABRA da UESB campus de Itapetinga.

3.2.1 Preparo da solucéo de esporos

Os fungos foram inoculados em meio de cultura (PDA - 5,02) a 30° C durante 168
horas. A cultura esporulada foi suspensa numa solugdo Tween 80 (marca Vetec) a
0,01% de concentragdo, em que a contagem do numero de esporos em suspensdo foi
feita utilizando uma camara de Neubauer com a assisténcia a partir do microscopio
binocular (BIOVAL L1000).0 calculo da concentracdo de esporos foi realizado
segundo o método de Raimbault e Alazard (1980) descrito por PARIS (2008) conforme
a Equacdo 1.

NUmero Médio Esporos Contados X Fator Dilui¢do
4.10"mL

Conc. (esporos/mL) =

Equagéo 1: Calculo da concentragdo de esporos.

3.3 Fermentagdo em Estado Sélido

As fermentacdes foram realizadas em Erlenmeyers contendo 10g de residuo (Figura
8). Neste residuo foi adicionada a suspensdo de esporos com a concentracdo de 10’
esporos/ml de solucéo por cada grama de substrato, e em seguida adicionados os volumes

de agua esterilizada em autoclave até a umidade desejada.



Figura 8 - Erlenmeyer contendo residuo para pronto para fermentacao.

Os cultivos foram realizados com variacdo de temperatura (25, 30 e 35) ° C, de
tempo (10 h, 40 h e 70 h para o Aspergillus oryzae e de 12 h, 42 h e 72 h para Rhizopus
sp.) e umidade (40 %, 50 % e 60 %). As amostras foram colocadas no incubador

refrigerado com ventilagéo forgada de ar (Figura 9).

Figura 9 - Incubadora (Shaker) com ventilagdo forcada. Fonte: O autor.
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3.4 Extragdo do extrato enzimético

Apobs o processo de fermentagdo, foi adicionado 50 mL de solucdo tampdo de
citrato de s6dio com um pH de 4,8 e 50 mM, e logo apds foi realizado a extragdo do
extrato enzimatico por meio de filtragdo mecénica.

3.5 Determinac&o de agUcares redutores

Para determinacdo dos acucares redutores pesou-se 10 g da amostra em um
erlenmeyer de 125mL que foi fermentada. Apos a fermentacéo adicionou-se 50ml de agua
na amostra que foi aquecida em banho-maria com agua em ebulicdo, por 5 minutos e
depois resfriada, em seguida foi transferida para um baldo volumétrico de 200 mL. O
volume foi completado, agitado e logo apo6s filtrado em papel de filtro seco. O filtrado foi
transferido para a bureta. Em um erlenmeyer de 250mL, com o auxilio de pipetas de 10 mL
foi colocado cada uma das solugdes de Fehling A e B, e adicionado 40 mL de agua. Esta
solucdo foi aquecida até ebulicdo. Em seguida adicionou-se, as gotas, a solucdo da bureta
sobre a solugéo do erlenmeyer em ebulicdo, sempre em agitacdo, até que esta solucéo
passou de azul a um vermelho tijolo (no fundo do baldo formou-se um precipitado
vermelho de 6xido de cobre (Cu,0)) (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985).

As solucdes de Fehling A e B utilizadas na reagéo foram preparadas da seguinte maneira:

Solugéo A — Pesou 34,6399 de sulfato de cobre - CuSO4.5H,0, transferiu-se para um bal&o
volumétrico de 1000 mL e completou o volume com agua.

Solucdo B — Pesou 173 g de tartarato de sddio e potassio - NaKC,H40.4H,0 e dissolveu
em 250 mL de &gua. Adicionou 250 mL de solucdo de NaOH a 20%, recém-preparada,

transferiu-se tudo para um baldo de 1000 mL e completou o volume.

3.6 Analises das atividades enzimaticas
3.6.1 Determinagéo da enzima CMCase

A atividade de CMCase, que compreende enzimas endoglucanases, foi realizado
com a dosagem de aclUcares redutores produzidos pela degradacdo de

carboximetilcelulose (CMC) a 2% p/v diluido previamente na solucéo citrato de sodio



(da marca VETEC) pH 4,8 segundo o método descrito em Ghose (1987). As reagdes
foram conduzidos adicionando em tubo de ensaio 0,5 mL de solugdo tampé&o de citrato
de sodio com o pH 4,8 e 0,5 mL de extrato enzimético e 0,5 mL de solugdo de CMC
(carboximetilcelulose). Para fazer a comparagdo com a reagdo, em outro tubo foram
adicionados 0,5 mL da mesma solucdo tampao e 0,5 mL de extrato enzimatico chamado
de controle da reagdo. O branco, continha 0,5 mL de DNS e 0,5 mL de solugéo tampéo.
As amostras foram incubadas em estufa bacteriologica QUIMIS a 50° C por 10 minutos
e a reacdo foi interrompida com a adicdo de 0,5 mL de DNS. Os tubos foram
submergidos em agua fervente por 5 minutos, logo apos foram adicionados 6,5 mL de
agua destilada para posterior medicdo de absorbancia em 540 nm realizada em
espectrofotometro BEL PHOTONICS 2000 UV.

3.6.2 Determinagéo da Enzima FPase

A atividade de FPase, ou atividade em papel filtro, é determinada a partir da
degradagédo de uma tira de papel de filtro Whatman n° 1 medindo 1,0 cm x 6,0 cm,
segundo Ghose (1987). No tubo contendo o ensaio reacional foi adicionado 1,0 mL de
solucdo tampdo de citrato de s6dio com o pH 4,8, e 0,5 mL de extrato enzimatico e uma
tira de papel filtro. Para controle da reagdo, em outro tubo foi adicionado 1mL da
mesma solucdo tampdo e 0,5 mL de extrato enzimatico, no terceiro tubo foi adicionado
1,5 mL de solucéo tampé&o e uma tira de papel filtro, este foi comparado ao controle. As
amostras foram incubadas em estufa a 50°C por uma hora e a reagdo foi interrompida
com a adi¢do de 3mL DNS. Os tubos foram alocados em &gua fervente por 5 minutos,
logo ap6s foram adicionados 20 mL de &gua destilada para posterior medicdo de

absorbancia em de 540 nm.

3.6.3 Determinagao de Xilanase

A atividade de xilanase foi determinada segundo Miller (1959). O primeiro tubo
consiste na mistura de 1mL de extrato enzimatico, 1 mL de solu¢do de 1% de
concentragdo de xilana diluida em tampé&o citrato pH 4,8, depois € incubado a 50°C por
30 minutos e em seguida é adicionado 2 mL de DNS para interromper a reacdo e

adicionado 6,5ml de &gua destilada para posterior medigdo de absorbancia a 550nm.



3.6.4 Determinacao da Atividade Enzimatica da Lacase

A atividade de lacase foi determinada utilizando-se como substrato 0,1mL de uma
solucdo etanolica de siringaldazine (4-hidroxi-3,5-azino-metoxibenzaldide) em uma
concentracdo de 1mM. A reacgdo de oxidacdo foi conduzida em 0,3 mL de tampé&o
citrato-fosfato 50 mM e pH 5,0 e 0,6 mL de extrato enzimatico. A reacdo foi
quantificada depois de 10 minutos atraves da leitura da absorbancia num
espectrofotometro (BEL PHOTONICS 2000 UV) com um comprimento de onda de
525nm (SZKLARZet al, 1989).

3.6.5 Determinacéo da atividade enzimatica da peroxidase

Dois tubos de 10 x 100 mm foram usados, um para a amostra ndo aquecida e outro
para a amostra aquecida. A cada tubo foi adicionado 0,6 mL da amostra a ser analisada,
0,2 mL do tampéo de fosfato-citrato e 0,1 mL de perdxido de hidrogénio (H,O2. Um
tubo foi aquecido em banho-maria durante 10 minutos (controle) e em seguida,
removido e resfriou-se. O tempo inicial (zero) foi determinada como a medicdo de
absorbancia no momento em que 0,1 mL de syringadalzine foi adicionado. Outra
medicdo foi feita apds 10 minutos. De cada tubo aliquotas de 1mL foram retirados das
amostras aquecidas e das amostras ndo aquecidas, e foram medidos no comprimento de
onda de 460 nm (ARCHIBALD, 1992).

3.6.6 Determinacéo da atividade enzimatica de manganésperoxidase

O perdxido de manganés foi determinado pela oxidacéo de 0,5 mL de vermelho de
fenol a 0,1% (a dissolucdo do vermelho de fenol em &gua foi feita pelo ajustamento
continuo do pH a 7,4) em 1,25 mL de tamp&o succinato de sodio pH 4,5, e 1,5 mL de
lactato de sddio, 0,5 mL de albumina a 1%, 0,5 mL de sulfato de manganés (MnSO4),
0,5 mL de extrato enzimético e 0,25 mL de perdxido de hidrogénio 2 mM. Apds 10
minutos de reacdo, 1mL da mistura contida no tubo de ensaio foi removido e para este
volume foi feita a adicdo de 30 pL de hidroxido de sodio para interromper a reacdo e
para realizar a leitura no espectrofotometro. A reacdo foi avaliada medindo a
absorbancia do produto de reagdo em 610 nm. A atividade de manganés peroxidase foi
calculada com base na absortividade molar do vermelho de fenol oxidada(ANASTASI,
2009).



3.6.7 Curva de analitica

A chamada curva analitica foi construida a partir da determinacéo de glicose nas
concentragdes de (0,2 a 1,0) g/L™ pelo método do &cido 3,5-dinitrossalicilico DNS
(MILLER, 1959). A unidade de atividade enzimética (U) foi definida como a
quantidade de enzima capaz de liberar 1pumol de agucares redutores por minuto a 50 °C,
onde a atividade enzimética expressa em U por grama de substrato (U/g). A absorbancia

foi medida em espectrofotometro a 540 nm.

3.7 Anélise Estatistica

Um estudo das condicdes ideais para a produgdo das enzimas foi realizado com
base na metodologia de superficie de resposta, juntamente com o delineamento Box-
Behnken(DBB)com trés niveis de variacdo (+1, 0, -1), utilizando trés varidveis
independentes (tempo de fermentagdo, umidade e temperatura) e com 4 repetigdes no
ponto central (Tabelas 1 e 2, uma para cada fungo estudado), aplicado para a determinagdo
do efeito destes sobre a producgéo dos aglcares redutores e das enzimas estudadas.

Foi realizada a andlise de variancia (ANOVA) para os modelos e a importancia do
modelo examinada pelo teste estatistico de Fisher (teste F) através do teste de diferengas
significativas entre as fontes de variagdo nos resultados experimentais, ou seja, a
significancia da regresséo, a falta de ajuste, e o coeficiente de determinagdo maultipla (R?).
Os resultados obtidos a partir de experiéncias foram submetidos & analise de varidncia
ANOVA, e os efeitos foram considerados significativos quando p <0,1.

Com um modelo polinomial de segunda ordem (Equacéo 2), dados experimentais e
de regressdo de coeficiente e coeficientes de regressdo foram obtido por regressdo linear
maltipla, onde b0, bi, bii, bij, e bijk representa todo o processo constante efeito, os efeitos
linear e quadratica de Xi, e o efeito de interacdo entre X; e Xj, Xi, Xj e Xsobre a producdo
de acUcar redutor e atividade enzimética. Os dados foram rodados no software estatistico
SAS (StatisticalAnalysis System®) versdo 9.3. Para elaboragdo dos graficos, foi utilizado o

software SigmaPlot® 11.0.

EA = B, + YBiX; + YPuX? + Y BiiXiX; + X XiX; Xy

Equacdo 2 Modelo polinomial de segunda ordem



Tabela 1 — Variaveis estudadas na producdo das enzimas e determinagdo de aglcares redutores pelo
fungo Aspegillus oryzae

Delineamento fatorial (DBB)  Delineamento com as varidveis

X1(%) X2 (h) X3(C°)  X1(%) X2 (h) X3 (C°)
-1 -1 -1 40 10 25
1 1 1 40 10 35
1 1 1 40 70 25
1 1 1 40 70 35
1 1 1 60 10 25
1 1 1 60 10 35
1 1 1 60 70 25
1 1 1 60 70 35
1 0 0 40 40 30
1 0 0 60 40 30
0 1 0 50 10 30
0 1 0 50 70 30
0 0 1 50 40 25
0 0 1 50 40 35
0 0 0 50 40 30
0 0 0 50 40 30
0 0 0 50 40 30
0 0 0 50 40 30




Tabela 2 — Variaveis estudadas na producdo das enzimas e determinagdo de aglcares redutores pelo
fungo Rhizopus sp.

Delineamento fatorial (DBB)  Delineamento com as varidveis

X1(%) X2 (h) X3(C°)  X1(%) X2 (h) X3 (C°)
-1 -1 -1 40 12 25
1 1 1 40 12 35
1 1 1 40 72 25
1 1 1 40 72 35
1 1 1 60 12 25
1 1 1 60 12 35
1 1 1 60 72 25
1 1 1 60 72 35
1 0 0 40 42 30
1 0 0 60 42 30
0 1 0 50 12 30
0 1 0 50 72 30
0 0 1 50 42 25
0 0 1 50 42 35
0 0 0 50 42 30
0 0 0 50 42 30
0 0 0 50 42 30
0 0 0 50 42 30




4ARESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Producéo de acgucares redutores pelo fungo Rhizopus sp

Para avaliar quais fatores (umidade, tempo e temperatura) que tiveram um efeito
significativo sobre a producéo de acucares redutores, primeiramente foi realizada a anélise
de variancia, ANOVA (Tabela 3) e os parametros de estimativas conduzidos em fatorial
fracionado 2°. A analise do modelo realizada e a significancia avaliada através do teste
estatistico de Fisher (teste F) aplicado a diferengas significativas entre as fontes de
variagdo nos resultados experimentais, ou seja, a significancia da regressdo, a falta de
ajuste, e o coeficiente de determinagdo maltipla (R?). Uma vez que os modelos completos
de segunda ordem (modelos contendo ambas as interagcbes de pardmetros) ndo foram
aceitos pelos ensaios mencionados, foram melhorados pela eliminagéo dos coeficientes do
modelo até que as condicdes determinadas foram preenchidas. Os fatores que ndo foram
significativos em 10% foram entdo reunidos para o termo de erro e um novo modelo
reduzido foi obtido para as varidveis de resposta por analise de regressdo usando apenas 0s

fatores significativos indicados anteriormente.

Tabela 3 — Andlise de variancia da quantificagdo do aglcar redutor produzido pelo fungo Rhizopus
sp.

FV GL SQ QM F Prob
Modelo 6 41,60717 6,93453 973 0,0007
Erro 11 7,84349 0,71304
Total 17 49,45065
R2 0,8414

O resultado da anélise de variancia esti apresentado num diagrama de Pareto
(Figura 10), em que o valor absoluto da amplitude do efeito padronizado estimada (o efeito
estimativa dividida pelo erro padrdo) de cada elemento é tragcado em ordem decrescente,
com 90% de confianga (p = 0,10). Através deste grafico é possivel observar que o tempo
foi o fator que mais influenciou na producéo do aglcar assim como a melhor interagéo foi

entre o tempo e a umidade.



Figura 10 - Gréafico de Pareto mostrando a significancia das variaveis: tempo, temperatura e

umidade de fermentacédo sobre a producdo de agUcares redutores pelo fungo Rhizopus sp.
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O modelo reduzido pode ser descrito na Equacdo 3, em termos de valores ndo

codificados.

Quant.(AR) = 7,72782 — 0,12949Um — 0,20624Tem + 0,36115T
+ 0,00237UmTem — 0,00468TemT + 0,00246Tem?

Onde:

AR = Aclcar Redutor (%)
Um = Umidade (%)

Tem = Tempo (h)

T = Temperatura (°C)

Equacdo 3 Modelo reduzido da producdo de AR pelo Rhizopus sp.



A Figura 11 exemplifica a combinagdo das varidveis independentes tempo (Tem) e
umidade (Um) sobre a producdo de agUcar redutor, a partir do modelo ajustado (Equacédo
3). Nas primeiras 20 horas de fermentacdo, com umidade de 40% houve um aumento da

quantidade de agucar redutor em quase 3 %, considerando que a quantidade inicial antes da

fermentacdo era de 7,3 % e apds o processo chegou proximo de 11 %.

Figura 11 — Superficie de resposta da producéo de agUcar pelo fungo Rhizopus sp.
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Nas horas seguintes, houve uma queda na quantidade de AR chegando a 6 % pois

provavelmente, o fungo comecou a utilizar o aclcar disponivel nas suas atividades

metabdlicas, mais a partir das 70 horas e com a umidade proxima aos 60% o fungo voltou
a produzi-lo chegando a 9 %.

A quantidade de AR disponivel no residuo antes e apds a fermentagdo encontrado
neste trabalho é superior ao encontrado por Silva et al. (2003) em sua pesquisa,
comparando métodos para quantificar aglcares utilizando o mel como substrato, onde a
média de AR foi de 3%. No trabalho de Caetano et al. (2012) a quantidade de AR
encontrada no suco e na polpa de acerola foram de 5,17 e 5,26%, respectivamente.
Albuquerque et al. (2010) encontrou 1,56% de AR em polpas de manga armazenadas em

temperatura ambiente e cerca 3,51% nas que foram armazenadas a 10°C. Possivelmente, 0s



valores de AR nos trabalhos citados poderiam ser maiores se passassem pelo processo de

fermentacéo.
4.2 Hidrolise enzimética do Rhizopus sp durante a producéo de agucar
4.2.1 Atividade da CMCase

O modelo reduzido da Equacdo 4 ilustra a atividade enziméatica de CMCase, em

termos de valores ndo codificados.
Ativ(CMCase) = 19,694 — 0,131Tem
Equacédo 4 Modelo reduzido da atividade de CMCase do fungo Rhizopus sp.

Nas primeiras horas de fermentacdo a atividade chegou préximo a 17U/g e com o
passar das horas a mesma foi caindo (Figura 12). O valor da atividade encontrada esta
acima do encontrado por Pacheco et al. (2012), de 64,44 U/mg (que corresponde a
0,064 U/g) e no tempo de 70 horas utilizando semente de jaca como substrato. J& Santos
et al. (2011a) encontrou a sua maior atividade de 11,06U/g em 72 horas, onde utilizou o

residuo de seriguela como substrato.

Figura 12 — Gréafico do modelo reduzido da atividade de CMCase.
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A producdo enzimatica pode variar de um microrganismo para 0 outro, como

também a diferenca pode ser do residuo utilizado ou das condicdes analisadas. O fungo



aqui estudado mostrou-se eficiente na produgéo desta enzima, principalmente durante as

primeiras horas de fermentag&o com o substrato utilizado.

Ao comparar a atividade de CMCase com a producéo de AR, ao mesmo tempo que
a atividade da enzima estava em alta, nas primeiras 20 horas, a quantidade de agUcar
também estava em alta. Provavelmente a CMCase, uma enzima endoglucanase, estava
quebrando os polissacarideos em monossacarideos que ao atingir certa quantidade,
iniciou a inibicdoda enzima e o fungo comecou a consumir o aglcar que estava

disponivel.
4.2 .2 Atividade da FPase

O modelo reduzido da atividade de FPase pode ser descrito na Equagdo 5 em

termos de valores nao codificados.

At(FPase) = —93,58 + 0,097Tem + 4,6853Um + 0,0019Tem? — 0,0489Um?
—0,0067TemUm

Equacdo 5 Modelo reduzido da atividade de FPase do fungo Rhizopus sp.

A quantidade de FPase deste trabalho difere do encontrado por Santos et al.
(2011b) que encontrou 2,55U/g de atividade entre 100 e 120 horas. Assim como na
atividade de CMCase, nas primeiras horas de fermentacéo a FPase também estava em
alta chegando a atividade de 14U/g com a umidade entre 44 e 48% e diminuindo nas
horas seguintes (Figura 13). Porém, a atividade comegou aumentar novamente a partir
das 60 horas com tendéncia de crescer ainda mais. E importante salientar que em poucas
horas de fermentacdo, a atividade encontrada j& estava superior aos trabalhos citados

mostrando-se vantajoso na producéo desta enzima.



Figura 13 — Atividade de FPase do fungo Rhizopus sp.
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Por ser uma enzima endoglucanase e exoglucanase, num primeiro momento é

provavel que juntamente com a CMCase, iniciou a hidrdlise interna da celulose e depois

com o passar das horas e a diminuigdo da quantidade de agUcares redutores, comegou a
hidrolisar também a parte externa da celulose.

Essas enzimas sd0 importantes por
iniciarem a quebra da celulose disponibilizando assim, mais agtcar redutor no meio.

4.2 .3 Atividade da xilanase

Para a atividade da xilanase, o fator tempo e a interagdo entre o tempo e a umidade

foram importantes.O modelo reduzido esta descrito Equacdo 6em termos de valores ndo
codificados.

Ativ(xil) = 41,035 —1,008Tem — 0,40Um + 0,0036Tem? + 0,0162TemUm

Equacdo 6 Modelo reduzido da atividade de xilanase do fungo Rhizopus sp.

A atividade de xilanase encontrada chegou a quase 26 U/g com umidade de 50% e
comecando a partir das 60 horas (Figura 14).



Figura 14 — Superficie de resposta da atividade de xilanase do fungo Rhizopus sp.
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Silva et al (2005) utilizando diferentes substratos encontrou valores que variaram
de 8 a 107U/g de atividade em 4 dias (96h) de fermentag&o. E provavel que se o tempo

de fermentacdo fosse maior, a atividade enzimatica seria ainda maior. O que se pode
notar também que a atividade varia entre um substrato e outro.

Diferente das enzimas citadas anteriormente, a xilanase estava numa concentragao
estabilizada enquanto a quantidade de AR ainda era alta e sua atividade comegou a

aumentar provavelmente, no processo de quebra da xilana que esta presente na
hemicelulose para producdo de agUcares redutores quando a quantidade destes havia
diminuido em relagdo ao inicio da fermentacéo, pois comparando a atividade enzimatica

com a producdo de AR é possivel observar que o aumento é simultaneo, juntamente
com a atividade da FPase.



4.2 .4 Atividade da Lacase

A lacase € uma enzima lignolitica, que atua na hidrélise da lignina. A atividade
enzimética da lacase do fungo Rhizopus sp. no presente trabalho, sofreu influéncia
apenas do tempo. O modelo reduzido é apresentado na Equagdo 7 em termos de valores

ndo codificados.
Ativ(lac) = 17883,95 — 115,79Tem
Equacdo 7 Modelo reduzido da atividade de lacase do fungo Rhizopus sp.

Ao comecar o processo de fermentacdo, as enzimas lignoliticas como a lacase
assim como as enzimas que hidrolisam a celulose, também comegam o processo de
hidrdlise da lignina em polimeros menores. Essas enzimas sdo de interesse de VArios
setores industriais (ALEXANDRINO et al, 2007). A atividade enzimética da lacase

pode ser melhor visualizada na Figura 15.

Figura 15 — Atividade enzimatica da lacase pelo fungo Rhizopus sp.
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Nas primeiras horas de fermentacdo a lacase teve a sua mais alta atividade de
15000U/g e com o passar do tempo essa atividade foi diminuindo, o mesmo
comportamento da enzima CMCase que hidrolisa a celulose. Nos trabalhos de

Alexandrino et al. (2007) e de Erden et al. (2009) o fator tempo também foi o que mais



influenciou na atividade desta enzima, corroborando com o que foi encontrado neste
trabalho, porém a maior atividade enzimética foi abaixo do encontrado por esta pesquisa
e aconteceu com 15 e 7 dias de fermentag&o respectivamente. Contudo, no trabalho de
Gomes et al. (2009) o fator que mais influenciou foi a temperatura diferente do

encontrado aqui onde n&o teve influencia sobre a atividade.

4.2 .5 Atividade da Peroxidase

A peroxidase, assim como a lacase atua na degradacgdo da lignina. Neste trabalho, a
producéo desta enzima sofreu influéncia do tempo, da umidade, como da interagéo entre
eles. O modelo reduzido encontra-se descrito na Equacdo 8 em termos de valores néo

codificados.

Ativ (per) = —181959,037 — 2462,73Tem + 12435,75Um + 9,85Tem?
—15443Um2 + 25,79TemUm

Equacdo 8 Modelo reduzido da atividade da peroxidase do fungo Rhizopus sp.

A peroxidase alcangou sua melhor atividade proximo a 40000U/g com a umidade
variando de (40 & 46)% e nas primeiras 30 horas de fermentacdo como é possivel

verificar na Figura 16.



Figura 16 — Atividade da peroxidase do fungo Rhizopus sp.
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Gomes et al. (2009) obteve a melhor atividade da peroxidase influenciada pela
temperatura e Silva et al (2010) verificou que o tempo foi o fator que mais influenciou
nesta atividade enzimatica. Em resumo, o que pode ser analisado é que mesmo ndo
conseguindo alcangar a méaxima atividade enzimética, a producéo foi vantajosa e em
menor tempo que os trabalhos citados configurando assim certa vantagem para este

estudo.
4.2.6 Atividade da Manganés peroxidase

A atividade enzimatica da manganés peroxidase sofreu influencia do tempo e da
interacdo do tempo com a umidade. O modelo reduzido encontra-se na Equagéo 9 em

termos de valores ndo codificados.
Ativ(Mn per) = 43885,72 — 1130,05Tem + 5,17Tem?
—6,805Um?2 + 13,283TemUm

Equacdo 9 Modelo reduzido da atividade da manganés peroxidase do fungo Rhizopus sp.



A maior atividade alcancada foi proxima a 22000U/g nas primeiras 30 horas de
fermentacdo e umidade de 40% com um decréscimo nas horas seguintes, voltando a
crescer proximo as 70 horas e umidade de 50% (Figura 17).

Figura 17 - Atividade da manganés peroxidase do fungo Rhizopus sp
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O tempo foi o fator de maior influencia nos trabalhos de Erden et al (2009), Silva et
al (2010) e de Alexandrino et al (2007), sendo que os dois Ultimos produziram préximo
de 70 U/g em 30 dias. Todos sofreram a influencia do tempo na producgdo enzimaética,
corroborando com este trabalho. A producdo aqui alcancada é consideravelmente maior

e em tempo reduzido o que torna a produgdo enzimética vantajosa em relacdo a outros
métodos.

Das trés enzimas lignoliticas, a manganés peroxidase foi a Unica a apresentar
atividade no momento em que o agUcar redutor voltou a ser produzido a partir das 70

horas de fermentacdo. Dessa forma, é possivel considerar que esta enzima contribui para
formacdo de acglcares redutores quando a concentracdo destes esta baixa.



4.3 Producéo de acgucares redutores pelo fungo Aspergillus oryzae

Fatores como a umidade, o tempo e a temperatura foram avaliados para verificar se
tiveram um efeito significativo sobre a producdo de agUcares redutores pelo fungo
Aspergillus oryzae. Para comegar, foi realizada a andlise de variancia, ANOVA (Tabela 5)
e a significancia do modelo avaliada através do teste estatistico de Fisher (teste F) aplicado
a diferengas significativas entre as fontes de variagcdo nos resultados experimentais, ou seja,
a significancia da regressdo, a falta de ajuste, eo coeficiente de determinagdo multipla (R?).
Durante a analise, os modelos completos de segunda ordem (modelos com todas as
interagdes de parametros) que ndo foram aceitos pelos ensaios mencionados, foram
melhorados pela eliminagdo dos termos do modelo até que as condi¢Oes determinadas
foram preenchidas. Todos os fatores que ndo foram significativos em 10% foram entéo
reunidos para o termo de erro e um novo modelo reduzido foi obtido para as variaveis de
resposta por analise de regressdo usando apenas os fatores significativos indicados

anteriormente.

Tabela 5 — Analise de variancia da quantificacdo do acUcar redutor produzido pelo fungo

Aspergillus oryzae.

FV GL SQ QM F Prob
Modelo 6 30,98798 5,16466 5,63 0,0068
Erro 11 10,08951 0,91723
Total 17 41,07748
R2 0,7544

Primeiramente, apresentamos o resultado da anélise de variancia num diagrama de
Pareto (Figura 18), em que o valor absoluto da amplitude do efeito padronizado
estimada (o efeito estimativa dividida pelo erro padréo) de cada elemento é tracado em
ordem decrescente, com 90% de confianga (p = 0,10) representado pela linha vertical
tracejada. Através deste grafico é possivel observar que o tempo é o fator que mais

influenciou na formacéo de agucares redutores pelo Aspergillus oryzae.



Figura 18: Grafico de Pareto mostrando a significancia das varidveis: tempo, temperatura e

umidade de fermentacédo sobre a producdo de agucares redutores pelo fungo Aspergillus oryzae.
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O modelo reduzido da producéo de aglcar redutor esta descrito na Equacéo 10, em

termos de valores ndo codificados.

Quant(AR) = 3,88097 — 0,93608Um — 0,16364Tem + 2,15686T + 0,00902Um?
+ 0,00231Tem? — 0,0380072

Onde:

AR = Aclcar Redutor (%)
Um = Umidade (%)

Tem = Tempo (h)

T = Temperatura (°C)

Equacdo 10 Modelo reduzido da produgdo de AR pelo fungo Aspergillus oryzae.



Antes da fermentacdo, o acucar redutor presente no residuo estava numa média de
7,3%. Apds a fermentacdo, nas primeiras 20 horas houve uma pequena producao de agUcar
redutor pelo fungo Aspergillus oryzae esta representado na Figura 19, onde elevou a
quantidade para quase 10%. Com o passar das horas 0 AR diminuiu, provavelmente no

momento em que o fungo comegou a consumi-lo para realizar suas fungdes metabolicas.

Figura 19 — Superficie de resposta da producédo de agUcar redutor pelo fungo Aspergillus oryzae
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Ap6s as 40 horas quando o agUcar chegou ao nivel de 6%, a producdo de AR
recomecou chegando a 11% &s 70 horas de fermentacdo na umidade de 40% com tendéncia
de aumentar com o tempo. Caetano et al. (2011) encontrou uma quantidade de 5,17% de
aclcar redutor na polpa de uva. E possivel observar que ao utilizar a fermentagio em

estado solido pode-se aumentar a quantidade de agUcares redutores disponiveis para ser
utilizados em outros processos.



4.4 Hidrolise enzimética do Aspergillus oryzae durante a producéo de agucar redutor

4.4.1 Atividade de CMCase

O modelo reduzido encontra-se na Equagdo 11, em termos de valores ndo
codificados.

Ativ(CMCase = —196,80670 + 2,15087Um + 0,44037Tem + 10,71337T
— 0,01984Um? — 0,00348Tem? — 0,19314T?2

Equacdo 11 Modelo ajustado da atividade de CMCase pelo fungo Aspergillus oryzae.

Através da Figura 20 é pode-se perceber que a atividade de CMCase alcangou seu
ponto maximo de producdo as 60 horas, com umidade entre 53 % e 57 %, chegando a
22U/g. Em relacéo a producdo de acUcares redutores, esta enzima iniciou sua atividade
enquanto a concentracdo de AR estava baixa. E provavel que neste momento o fungo
comegou a produzi-la para atuar na quebra da celulose para liberacdo de cadeias
menores de carboidratos, os monossacarideos ou acucares redutores. Ao analisar as
Figuras 19 e 20, a concentracdo de aclcar redutor estava se elevando chegando a

aproximadamente 11% ao mesmo momento em que a CMCase alcangcava a sua mais
alta atividade, entre 60 e 70 horas.

Figura 20 — Atividade da CMCase produzida pelo Aspergillus oryzae
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Basso et al. (2010) alcangou sua produgdo maxima de 6U/g de CMCase em quinze
dias de fermentacéo e Santos et al. (2011b) conseguiu a maior atividade de 7,26 U/g
num tempo médio de 71 horas. O que se pode notar é que a atividade encontrada neste
trabalho chega a ser até quatro vezes maior em relagdo aos trabalhos citados, o que torna

esta pesquisa vidvel e eficiente na producéo desta enzima.
4.4.2 Atividade de FPase

A Equacédo 12 é o modelo reduzido da atividade enzimatica em termos de valores

nao codificados.

Ativ(FPase = —92,26510 + 3,039087Um + 0,40133Tem + 1,64814T
—0,03033Um? — 0,00442Tem? — 0,0333272

Equacdo 12 Modelo ajustado da atividade de FPase pelo fungo Aspergillus oryzae

A producéo da FPase atingiu sua maior atividade de 14 U/g entre 45 e 50 horas com
50% de umidade (Figura 21), sendo que essa atividade maxima da FPase ocorreu num
momento em que a produgdo de AR voltou a crescer, esse fato pode ter ocorrido porque
além de ser uma enzima endoglucanase, a0 mesmo tempo também é uma enzima
celulolitica exoglucase e estava quebrando a celulose tanto por dentro como por fora,

em acucares para que o fungo pudesse utiliza-lo em seu metabolismo.



Figura 21 — Atividade da FPase produzida pelo Aspergillus oryzae
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Santos et al. (2011b) em sua pesquisa, produziu cerca de 2,55 U/g em 98 horas de
fermentacdo da mesma enzima. Basso et al. (2010) assim como Santos et al. (2011b),

chegou a produzir préximo a 2,5 U/g de FPase, porém o tempo para alcancar essa
producdo foi de quinze dias.

4.4 3 Atividade de Xilanase

A producéo de xilanase esta descrita na Equagéo 13 no modelo reduzido, em termos
de valores ndo codificados.

Ativ(Xil) = —55,70875 — 1,61831Um + 0,19626Tem + 7,14126T
+ 0,01110UmTem + 0,01409Um? — 0,00079577Tem? — 0,13485T2

Equacdo 13 Modelo ajustado da atividade de Xilanase pelo fungo Aspergillus oryzae

A atividade da xilanase comecou a aumentar nas primeiras 20 horas de
fermentacdo, momento em que a quantidade de AR chegou ao seu menor nivel que foi
de 6%. A acdo da xilanase € na quebra da xilana que fica na hemicelulose, facilitando

assim a acdo das enzimas celuloliticas na quebra da celulose que fica envolvida pela



hemicelulose. A maior produgdo da xilanase ocorreu entre 60 e 70

horas onde a
atividade chegou a 20U/g com 60% de umidade do substrato (Figura 22).

Figura 22 — Atividade da xilanase produzida pelo Aspergillus oryzae
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4.4 .4 Atividade de Lacase

A Equacédo 14 é o modelo reduzido da atividade enzimatica em termos de valores
ndo codificados.

Ativ(Lac) = 86471 — 47,00860Um — 1437,67795Tem — 2346,83727T
+ 6,04701UmTem + 36,70939TemT + 2,15100Tem?

Equacdo 14 Modelo ajustado da atividade de Lacase pelo fungo Aspergillus oryzae

Pode-se verificar na Figura 23, que a maior atividade enzimatica da lacase estava
proxima a 28000U/g em 70 horas e 60% de umidade. A atividade desta enzima
aumentou a partir das 50 horas de fermentacdo, podendo indicar que esta enzima

contribuiu no aumento da producgdo de aglcares redutores, uma vez que neste mesmo
tempo a porcentagem destes comegou a aumentar.



Figura 23 — Atividade de Lacase do Aspergillus oryzae
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No trabalho realizado por Alexandrino et al. (2007) o tempo de melhor producéo
foi de 15 dias com o fungo Pleurotus ostreatus e Erden et al. (2009) alcangou em 7 dias
utilizando diferentes fungos. J& Carvalho et al. (2012) chegou a sua atividade 6tima em

72 horas. Provavelmente, com tempo e umidade maior é possivel descobrir qual valor

maximo de produc¢do desta enzima e chegar aos pontos 6timos de atividade.

4.4.5 Atividade de peroxidase

O modelo reduzido da atividade enzimatica esta descrito na Equagéo 15, em termos
de valores ndo codificados.

Ativ(Per) = —245544 — 8909,43292Um — 2876,50503Tem + 36812T

+ 29,52570UmTem + 70,57825UmT + 43,83977TemT
+ 65,99153Um? + 7,50097Tem? — 721,29470T2

Equacdo 15 Modelo ajustado da atividade de peroxidase pelo fungo Aspergillus oryzae



De acordo com o que se pode observar na Figura 24, a atividade da peroxidase foi
mais 80000U/g com a umidade variando de 55 a 60% e com o tempo entre 60 e 70
horas. Como a atividade enzimética aumentou a partir das 40 horas de fermentagéo,
provavelmente neste momento a lignina comegou a ser quebrada, contribuindo para a
formacéao de mais agUcares redutores.

Figura 24 — Atividade de Peroxidase do Aspergillus oryzae

. 20000

90000 N 50000
I 40000

. B 50000
= = 60000
=2 C— 70000
bl =1 80000
= N 90000
i=
=
(b
Lk]
=)
L]
=
=
=

A melhor producéo de Carvalho et al. (2012) para esta enzima ocorreu em 96 horas

e a de Silva et al. (2011) em cinco dias. O tempo foi o fator mais importante na
producéo dos trabalhos citados, fato que corrobora com esta pesquisa.

4.4.6 Atividade de manganés peroxidase

A Equacdo 16 representa 0 modelo reduzido da atividade enzimética, em termos de
valores ndo codificados.



Ativ(MnP) = —165633 — 36,49750Um — 975,81796Tem + 13403T

+ 5,80780UmTem + 12,86123TemT + 5,40782Tem? —

oryzae

Equacdo 16 Modelo ajustado da atividade de Manganés peroxidase pelo fungo Aspergillus

E possivel verificar na Figura 25 que a atividade enzimatica chegou proximo a

28000U/g com 70 horas de fermentacdo e umidade de 60% e a tendéncia era de uma

atividade maior se aumentasse tanto o tempo quanto a umidade. Como as demais

enzimas lignoliticas estudadas, o nivel da atividade de manganés peroxidase aumentou

ao mesmo tempo em que a producdo de agucar redutor comecou a subir, possivelmente

essa enzima contribui na para elevar a concentracdo desses agucares.

Figura 25 — Atividade de manganés peroxidase do Aspergillus oryzae
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Alexandrino et al. (2007) conseguiu sua maior producdo em 30 dias de
fermentacdo, enquanto Carvalho et al. (2012) alcangou em aproximadamente 72 horas,

0 que corrobora com o resultado encontrado neste trabalho, sendo o tempo um dos

fatores que mais influenciou.

239,5485972




4.5 Quantificacdo da producdo de aglcares redutores em residuo pré-tratado para

retirada dos acucares redutores

Para avaliar se 0 os fungos realmente conseguiam produzir agucares redutores
quebrando carboidratos polissacarideos como a celulose, uma parte do residuo passou por
um pré-tratamento onde todo o agUcar redutor foi retirado lavado com &gua fervente.
Depois que o residuo passou novamente pela estufa de secagem, foi fermentado e
submetido as mesmas condi¢Bes em que ocorreram as outras fermentacOes para avaliar se
havia produzido AR. Modelos significativos foram elaborados a partir de dados
experimentais com ajuda do teste de Fisher (F), a significancia da regresséo, a falta de
ajuste, e o coeficiente de determinagdo mdaltipla (R?), além de realizar a analise de
variancia (ANOVA, Tabela 6) para testar os fatores tempo, umidade e temperatura. Nesta
avaliagdo, os modelos completos de segunda ordem (modelos com todas as interagfes de
parametros) que ndo foram aceitos a partir dos testes mencionados, foram eliminados para
melhorar os termos do modelo até que as condi¢des determinadas foram preenchidas. Os
fatores néo significativos em 10% foram reunidos para o termo de erro e um novo modelo
reduzido foi obtido para as varidveis de resposta por analise de regressdo usando apenas 0s

fatores significativos.

Tabela 6 — Analise de variancia da quantificacdo do aglcar redutor produzido pelos fungos

Rhizopus sp. E Aspergillus oryzae.

Rhizopus sp.
FV GL SQ QM F Prob
Modelo 7 47,23563 6,74795 9,15 0,0012
Erro 10 7,37880 0,73788
Total 17 54,61444
R2 0,8649
Aspergillus oryzae
FV GL SQ QM F Prob
Modelo 4 4,20161 1,05040 6,08 0,0055
Erro 13 2,24417 0,17263

Total 17 6,44578



R2 0,6518

O resultado da andlise de varincia estd representado num diagrama de Pareto
(Figuras 26 e 27, Rhizopussp e Aspergillus oryzae respectivamente), em que o valor
absoluto da amplitude do efeito padronizado estimada (o efeito estimativa dividida pelo
erro padrdo) de cada elemento é tragcado em ordem decrescente, com 90% de confianca (p
= 0,10). Através deste gréfico é possivel observar quais os fatores que mais influenciaram
na formagdo de agUcares redutores pelos fungos. As equacdes dos modelos ajustados estdo

apresentados na Tabela 7.

Figura 26-Grafico de Pareto mostrando a significancia das variaveis sobre a producdo de aglcares

redutores pelo fungo Rhizopus sp.
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Figura 27 - Grafico de Pareto mostrando a significancia das variaveis sobre a producdo de aglcares

redutores pelo fungo Aspergillus oryzae no residuo tratado
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Tabela 7 — Modelos reduzidos da producdo de acucar redutor pelos fungos Rhizopus sp e

Aspergillus oryzae, em termos de valores ndo codificados.

Equacoes

El= 0,57580 + 2,18158Um + 0,14463Tem —4,15565T + 0,00345TemT —
0,01841Um?2 - 0,00209Tem? + 0,06375T?2

E2= 1,09216 - 0,00117Um + 0,08872Tem — 0,00642T - 0,00106 Tem?

E1 = equacéo da produgdo de AR pelo Rhizopussp. e E2 = Produgéo de AR pelo Aspergillus oryzae; Um =
Umidade (%), Tem = Tempo (h) e T = Temperatura (°C)

Pode-se comprovar que os fungos realmente produziram agucares como é possivel
analisar nas Figuras 28 e 29, pois 0 AR inicial do residuo era 0 devido ao tratamento
submetido. A producdo do Rhizopus sp chegou a 7% de AR em 60 horas com 60% de

umidade (Figura 28), alcangando neste ponto sua melhor producéo.



Figura 28 — Producédo de AR pelo Rhizopus sp no residuo com 0% de agtcar inicial
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O fungo Aspergillus oryzae também produziu aglcar redutor chegando a

concentragdo de 2,6% (Figura 29), em 40 horas de fermentagdo em todas as umidades
testadas.

Figura 29 — Producdo de AR pelo Aspergillus oryzae no residuo com 0% de agtcar inicial
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Comparando os dois fungos, o Rhizopus sp produziu mais agtcar que o Aspergillus
oryzae. E provavel que o primeiro tenha um metabolismo mais acelerado e precisa de mais

aclcar para manter suas funcBes. Porém o mais importante é verificar que os dois

conseguiram produzir agicar redutor a partir da degradacdo do complexo lignocelulésicos.



5 CONCLUSAO

Os fungos estudados Rhizopus sp e o Aspergillus oryzae foram eficientes para
elevar a producdo de acucares redutores do residuo que sdo de interesse de
algumas industrias, como para a producéo de bioetanol, por exemplo;

Durante o processo de quebra do complexo lignocelulésico, os fungos liberaram
diversas enzimas de interesse industrial e ao produzi-las através da FES
utilizando residuos como substrato, o custo de producdo é reduzido;

Ao aproveitar residuos agroindustriais, estes se tornardo mais uma fonte de renda
para os produtores, além de evitar que estes sejam descartados no meio ambiente
poluindo &gua e solo.

A superficie de resposta ajudou a analisar melhor os fatores que influenciaram na

producdo dos agucares e das enzimas.
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