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RESUMO 

CAVALCANTE, I.S.Biodegradação da Celulose, Hemicelulose e Lignina Presentes no 
Farelo de Cacau Visando à Formação de Açúcares Redutores. Itapetinga - BA: UESB, 
2013. 67 p. (Dissertação – Mestrado em Ciências Ambientais – Área de Concentração em 
Meio Ambiente e Desenvolvimento)∗ 

 

O objetivo do presente trabalho consistiu no aproveitamento do farelo de cacau na 
produção de açúcares fermentáveis, utilizando o processo de fermentação em estado sólido 
(FES) com os fungos filamentosos Aspegillus oryzae e Rhizopus sp. Os fatores estudados 
foram: variação de tempo, umidade e temperatura. Após a fermentação, os extratos 
enzimáticos foram recuperados e realizadas as análises do teor de açúcar redutor, e das 
atividades enzimáticas, CMCase, FPase, Xilanase, Lacases, Peroxidases e Manganês 
peroxidase. Os dados foram avaliados por meio da análise de variância e regressão, além 
da utilização da metodologia de superfície de resposta com o delineamento Box-Behnken 
(DBB) no esquema fatorial 2³. Os modelos foram escolhidos com base no coeficiente de 
determinação (r2) e no fenômeno em estudo, e a significância observada por meio do teste 
F, a 5% de probabilidade, utilizando o sistema de análises SAS e para montagem dos 
gráficos o programa SigmaPlot 11.0. Os fungos elevaram a concentração de açúcar redutor 
do resíduo (11 e 9%, sendo os valores para Rhizopus e Aspergillus oryzae 
respectivamente), e durante esse processo ocorreu atividade enzimática 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 produção de compostos de interesse industrial, como os açúcares 
fermentáveis na produção de bioetanol e as enzimas que tem mercado amplo em diversas 
áreas como de alimentos e farmácia, por exemplo. A FES é um processo viável e que 
permite aproveitar resíduos agregando valores para o mesmo beneficiando o agronegócio. 
 

 

Palavras-chaves: Resíduo, Fermentação em Estado Sólido, Açúcar Redutor, Atividades 
Enzimáticas. 

 

 

 

 

 

*Orientador: 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 ²) 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 / g and 22 U / g), FPase ( 15 U / 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. 

 

 

 

 

*Orientador: Marcelo Franco D. Sc. UESB. 
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1INTRODUÇÃO 

 

 A geração de resíduos é um problema que abrange todos os setores de produção e o 

descarte incorreto desses, causam diversos problemas ambientais (ASGHER, 2008), 

tornando-se necessário minimizar os impactos causados.  Considerando que esses resíduos 

são recursos renováveis, sub-produtos ou produtos secundários, muitos estudos têm sido 

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

 No agronegócio cacaueiro aproveita-se menos de 8% do fruto para produção de 

manteiga e chocolate. O aproveitamento destes resíduos seria vantajoso para aumentar a 

margem de lucros deste agronegócio. O estado da Bahia é um dos maiores responsáveis 

por a produção nacional deste fruto, e o único da região Nordeste (MAPA, 2013). Uma 

parte do resíduo do cacau é o farelo de cacau, que é o subproduto da retirada do tegumento 

antes da torrefação das sementes (CARVALHO, 2006) e pode ser encontrado no mercado 

com preços acessíveis. 

 Como esses resíduos são de origem vegetal e a parede celular dos vegetais é rica 

em lignocelulose, que por sua vez é constituída principalmente de celulose, hemicelulose 

elignina (ZUNIGA, 2010), os quais são os compostos orgânicos mais abundantes do 

planeta, ediversas pesquisas científicas têm se destacado, com a finalidade de 

biotransformar esses compostos em açúcares fermentáveis. 

 Os processos fermentativos para aproveitamento desses compostos lignocelulósicos 

tornam viável a produção de produtos com alto valor agregado (PANDEY, 2003). Neste 

contexto, a fermentação em estado sólido (FES) desempenha um papel de destaque no 

aproveitamento desses resíduos, pois devido ao crescimento microbiano, ocorre à síntese 

de diversos compostos, dos quais muitos são de grande interesse para segmentos 

industriais (PINTO, 2005). 

 Os fungos filamentosos são os mais promissores na produção de biomassa, uma vez 

que além de elevarem o teor protéico, também aumentam a biodisponibilidade de diversos 

compostos, como açúcares fermentáveis e diversas enzimas de interesse biotecnológico. O 

gênero Rhizopus é considerado especialmente importante, pela produção de proteínas com 



elevada digestibilidade e ausência de substâncias tóxicas, 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 produção de açúcares fermentáveis, utilizando o processo de fermentação em 

estado sólido com os fungos filamentosos Aspegillus oryzae e Rhizopus sp. Para alcançar 

este objetivo, foram definidos alguns objetivos específicos: 

 Fermentar o resíduo sólido do cacau;  

 Recuperar os extratos enzimáticos; 

 Quantificar a quantidade de açúcares redutores antes e após a fermentação;  

 Avaliar as atividades das enzimas produzidas no bioprocesso; 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



2REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Resíduos agroindustriais 

 Assim como outros setores da economia, o agronegócio tem gerado grandes 

quantidades de resíduos, que causam diversos danos ambientais, como a poluição dos 

solos, das águas e da atmosfera (ASGHER, 2008). Esses resíduos são gerados 

principalmente por indústrias 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, várias medidas visando proteger e 

recuperar o meio ambiente estão se expandido nos mais diversos setores de produção e a 

sociedade tem refletido mais profundamente a questão da poluição causada pelos resíduos 

gerados (SILVA, 2006).  

Entre essas medidas, diversos estudos estão sendo realizados visando aproveitar 

esses resíduos que são considerados sub-produtos ou produtos secundários e o seu 

aproveitamento pode ser uma alternativa viável e promissora (SPIER, 2005; GHORAI, 

2009), pois são gerados em grande quantidade e muitas vezes sem nenhum valor comercial 

(SANTOS, 2010). Os resíduos agroindustriais como o farelo de cacau, bagaço de cana, 

palha de milho, por exemplo, são ricos em compostos lignocelulósicos que são compostos 

orgânicos mais abundantes no planeta, disponíveis nas paredes celulares das plantas.  

A formação das paredes celulares acontece durante o processo de divisão da célula, 

e são elas: a parede primária, que é formada por celulose, hemicelulose e outros 

polissacarídeos e a parede secundária, que basicamente consiste de celulose e outros 

polissacarídeos, além de outras substâncias como a lignina que são depositadas na parede 

(CUTTER, 1986).  A lignina se liga fortemente a fibra de celulose e à hemicelulose, e com 

essa formação o complexo lignocelulósicos (Figura 1) é resistente à conversão por agentes 

químicos e microbianos (ZUNIGA, 2010). A porcentagem da composição 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 lignocelulósico (LEE, 1997 

apud AGUIAR, 2010). 

 

 

2.1.1 Compostos lignocelulósicos 

2.1.1.1 Celulose 

 A celulose é um polímero estrutural linear formado por unidade de β-D-glicose, 

ligadas entre si por ligações glicosídicas do tipo β-(1→4)como apresentado na Figura 2 

(SANTINO et al., 2008). Duas unidades adjacentes formam uma ligação glicosídica 

eliminando uma molécula de água e envolve os grupos hidroxílicos dos carbonos 1 e 4, 

esta estrutura dissacarídica recebe o nome de celobiose, que é a unidade conformacional 

mínima da celulose, sendo que a glicose é a unidade fundamental das cadeias 

(AGUIAR, 2010).  

Normalmente, o tamanho da molécula de celulose é expresso de acordo o número 

de unidades de glicose presente na fibra (SANTOS, 2010). Na síntese das moléculas de 

celulose, elas sofrem um rearranjo e formam um grande número de ligações de pontes 

de hidrogênio que competem com a água de hidratação das hidroxilas, onde se forma 

um complexo cristalino chamado microfibrila, extremamente compactado e 

desidratado que resiste a grandes ações externas, como a hidrólise ácida e também a 

enzimática (KERBAUY, 2008; SANTOS, 2011). Porém, só a cristalinidade não é 

capaz de impedir a hidrólise enzimática se uma alta concentração de enzimas for 

utilizada (SANTOS, 2010). 

 



Figura 2 - Cadeia de celulose (mostrando as ligações glicosídicas do tipo β-(1→4)). 

BIOMASSA, 2012. 

 

2.1.1.2 Hemicelulose 

 A hemicelulose não é quimicamente homogênea, diferente da celulose, é um 

heteropolissacarídeo, pois apresenta cadeias laterais curtas de diferentes tipos de 

açúcares (SANTINO et al., 2008). Entre as substancias mais encontradas nas 

hemiceluloses são as pentoses (xilose, ramnose e arabinose), hexoses (glicose, manose e 

galactose) e ácidos urônicos (ácidos 4-O-metil-glucurônico e galacturônico) (MONTE, 

2009). As hemiceluloses são interligadas por polímeros pécticos, interconectando as 

fibrilas (CUTTER, 1986). Segundo Santos (2008), o termo hemicelulose não designa 

um composto químico 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 

heterogênea que forma uma rede de anéis aromáticos unidos principalmente por 

ligações 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 

água, nutrientes e metabólitos (SALIBA et al., 2001). 

 A estrutura tridimensional confere a lignina uma rigidez e resistência a força de 

compressão na parede celular, agindo também como um agente permanente de ligação 

entre as células (SANTOS, 2008). 

 

 



Figura 3 - Esquema estrutural proposto para lignina de Picea abies (VELOSO, 1993). 

 

2.2 Resíduo 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 

microrregiões onde é cultivado (CUENCA & NAZARIO, 2004). No Brasil os estados 

produtores de cacau são Acre, Amazonas, Amapá, Bahia, Espírito Santo, Mato Grosso, 

Rondônia, Roraima e Pará (MAPA, 2013).  

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

fonte que se destaca para estudo, pois reaproveitar os subprodutos e/ou resíduos 

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

agronegócio. 

 



Considerando que o farelo de cacau representa 10% da produção das amêndoas 

secas de cacau, que é cerca de aproximadamente 200 mil toneladas por ano (MAPA, 

2013), estima-se que a produção brasileira desse subproduto seja de 20.000 t. O farelo de 

cacau é o subproduto da retirada do tegumento antes da torrefação das sementes, para 

produção de manteiga ou chocolate (CARVALHO, 2006). 

Figura4 - Cacau –Theobroma cacao. Fonte: (Ceplac, 2012). 

 

 

2.3 Fermentação em estado sólido (FES) 

 A fermentação em estado sólido pode ser definida como a deposição de 

microrganismos sobre partículas sólidas (resíduo) com atividade de água suficiente para o 

crescimento celular (GERVAIS, 2003), sendo que a quantidade de água varia de um 

resíduo para o outro (SPIER, 2005). Este processo é utilizado desde a antiguidade, sendo 

que o uso do molho de soja da China é reportado desde 3000 a.C e no Japão e sudoeste da 

Ásia desde 1000 a.C (ARAÚJO, 2004). 

A Fermentação em Estado Sólido (FES) possui um papel de destaque quando se 

refere em aproveitamento de resíduos sólidos, pois é um processo viável para a produção 

de compostos com alto valor agregado (PANDEY, 2003; DANTAS & AQUINO, 

2010),sendo um bioprocesso especifico para a transformação de biomassa vegetal, pois em 

virtude do crescimento microbiano, ocorre à síntese de diversos compostos, dos quais 

muitos apresentam grande interesse para diversos segmentos industriais (PINTO, 2005) 

como, a produção de enzimas, biocompostos, aromas, ácidos orgânicos, queijos, fungos 



comestíveis, enriquecimento proteico e produção de alimentos orientais fermentados 

(ANUPAMA, 2000; SPIER, 2005). 

A transformação industrial de biomassa apresenta inúmeras vantagens, quando 

comparada aos métodos tradicionais de produção de enzimas. As vantagens mais 

características são: a alta velocidade de crescimento; o alto conteúdo de biocompostos; a 

possibilidade de utilização de uma grande diversidade de fontes de carbono alternativas; as 

instalações para o desenvolvimento dos processos fermentativos ocupam pequenas áreas e 

resultam em alta produção; a produção microbiana independe das variações climáticas 

(REGULY, 2000). Como também o baixo custo, pois além de poder utilizar resíduos 

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 (o substrato pode requerer 

apenas adição de água); ausência do requerimento de equipamentos sofisticados; reduzido 

consumo de energia; baixo grau de umidade, reduzindo o risco de contaminação; 

estabilidade da enzima secretada e baixo nível de repressão catabólica; possibilidade de 

extração imediata do produto através da adição direta de solventes ou por filtração do meio 

fermentado e pequenas quantidades de águas residuais. 

2.3.1 Fatores que influenciam a FES 

2.3.1.1 pH 

 Em qualquer processo biológico o pH é uma variável importante, e para cada 

microrganismo existe um valor mínimo, ótimo e máximo para seu desenvolvimento 

(SANTOS, 2007).Para os fungos o pH varia de 4,5 à 5,0.  

2.3.1.2 Temperatura 

 Na fermentação em estado sólido, devido à atividade metabólica dos 

microrganismos, é liberada grande quantidade de calor e por isso, o processo é 

considerado exotérmico (ROCHA, 2010). A temperatura para os fungos filamentosos é 

um fator considerável, pois afeta diretamente a germinação dos esporos, crescimento e 

formação dos produtos (SOUZA, 2008). 



 No início do processo fermentativo, a temperatura e a concentração de oxigênio são 

os mesmos em qualquer ponto do substrato (SANTOS, 2007), mas o oxigênio vai se 

difundindo com o progresso da fermentação permitindo assim que as reações 

metabólicas aconteçam, liberando calor que não é dissipado por causa da baixa 

condutividade térmica do substrato (ROCHA, 2010). Portanto, são formados gradientes 

de temperatura e de concentração de oxigênio, que podem se tornar excessivos a 

depender dos parâmetros para controlar o sistema (SANTOS, 2007), e a partir desse 

momento podem ser formadas zonas de alta temperatura e baixa concentração de 

oxigênio, afetando negativamente a produtividade em termos de formação de biomassa 

e metabólitos desejáveis (PALMA, 2003). 

 Para tentar solucionar este problema de liberação de calor em escala industrial, 

Santos (2007) faz algumas sugestões como: aeração forçada com ar úmido para remover 

calor por condução; aeração forçada com ar seco removendo calor por evaporação; 

resfriamento da superfície externa do biorreator, com jaqueta de água; circulação de 

água 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 água. 

2.3.1.3 Umidade e atividade de água (aw) 

 A umidade refere-se à concentração de água existente no material e a atividade de 

água, mede a quantidade de água disponível no resíduo à disposição do microrganismo, 

influenciando o crescimento e os processos bioquímicos (COLEN, 2006; SANTOS, 

2007). 

 Na FES a água tem um papel muito importante, pois é responsável pela 

disseminação de solutos, gases, metabólitos inibitórios e pela absorção celular 

(ROCHA, 2010). A umidade do substrato é um fator importante, pois afeta diretamente 

o 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 transferência de oxigênio. É muito importante controlar a 

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

 A umidade ótima para cultivar o microrganismo depende da capacidade do 

substrato em reter água, podendo variar de um resíduo para o outro, pois de acordo com 

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



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

substratos.  

2.4 Fungos filamentosos na FES 

 Os fungos filamentosos tem se destacado na fermentação em estado sólido, pois 

esse processo simula o habitat natural oferecendo nutrientes básicos para os 

microrganismos e essa vantagem se estende a produção de enzimas (SANTOS et al, 2010; 

ALEXANDRINO et al., 2007). Outra vantagem dos fungos filamentosos é que a depender 

do tipo de resíduo, se desenvolvem em baixas umidades e essa não é uma característica das 

bactérias e leveduras (SPIER, 2005). 

  Muitas enzimas de interesse industrial são produzidas pelos fungos. Bon et al. 

(2008), falam que sua forma de crescimento em hifas, boa tolerância à baixa atividade de 

água e elevada pressão osmótica conferem aos fungos vantagens em relação aos 

microrganismos unicelulares para colonizar os substratos sólidos. A formação de esporos 

que são dispersos por correntes de ar e se caracterizam pela nutrição através da absorção, é 

outro fator de vantagem dos fungos, com exceção das leveduras (que a maioria é 

unicelular), geralmente as espécies produzem um micélio bem desenvolvido constituído de 

hifas septadas ou cenocíticas (SPIER, 2005). 

2.4.1 Rhizopus 

 O gênero Rhizopus pertence ao filo Eumycophyta, que são considerados fungos 

verdadeiros. O corpo desses microrganismos é formado por numerosos filamentos 

denominados hifas, formando um emaranhado chamado micélio. O Rhizopus sp. 

pertence ao grupo dos ficomicetos, desenvolvem-se sobre matéria orgânica úmida, 

constituindo o bolor com coloração preta e apresentam micélio ramificado e 

desorganizado. Santos et al. (2011a), afirma que a estirpe de Rhizopus sp. é muito 

promissora na produção de enzimas celulósicas. A Figura 5 mostra uma imagem feita 

de Rhizopus sp. a partir de um microscópio óptico. 

 

 



Figura 5 A e B - Imagem de Rhizopus sp. obtida de um microscópio óptico. Fonte: Spier 

(2005). 

 

 O Rhizopus sp. é usado na produção de queijos e ácidos orgânicos, em especial 

ácido fumárico, além de serem produtores de enzimas como fitase, glicoamilase e outras 

(RAMACHANDRAN, 2004; ESPOSITO, 2004; THAN, 2002). 

2.4.2 Aspergillus 

 Esse gênero é um dos mais conhecidos por ser um dos mais estudados, 

principalmente na produção de enzimas no setor alimentício. O gênero Aspergillus 

(Figura 6) pertence a família Trichocomaceae, ordem dos Eurotiales e ao filo 

Ascomycota. As colônias de fungos deste gênero podem apresentar coloração branca, 

amarela, amarelo-esverdeada, amarronzada ou verde, e a taxa de crescimento é rápida a 

moderadamente rápida (SPIER, 2005). As espécies mais conhecidas desse gênero são: 

Aspergillusflavus, A. niger, A. oryzae, A. nidulans, A. fumigatus, A. clavatus, A. 

glaucus, A. ustus e o A. versicolor(SANTANA, 2012). 

 Os fungos do gênero Aspergillus são economicamente importantes, sendo 

utilizados em numerosas fermentações, incluindo a produção de ácidos cítrico e 

glutâmico, além de ser citado como o microrganismo mais usado na produção de 

diversos compostos. O molho shoyu é preparado à base de soja e trigo que são 

fermentados por Aspergillus soyae ou Aspergillus oryzae (ESPOSITO, 2004). 

 

 

 



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

 

 

2.5 Enzimas 

 A história das enzimas começa no inicio do século XIX, quando foram descobertas 

e desde então muitos estudos sobre as mesmas, têm sido realizados (SANTINO, 2008). 

Elas catalisam diversas estruturas e desempenham diferentes tarefas como a biossíntese de 

muitos metabólitos (OLIVEIRA & MANTOVANI, 2009). Atualmente as enzimas de uso 

industrial são um dos principais interesses do mercado biotecnológico. Diante disso, 

estudos tem se realizado visando tornar esse processo de produção de enzimas mais barato, 

utilizando microrganismos na produção e aproveitando materiais lignocelulósicos, e 

buscando formas de reproduzir esse processo em escala industrial. 

 As enzimas celulases são um complexo enzimático, responsável pela degradação de 

celulose e está dividido em: endoglucanases e exoglucanases. As endoglucanases são 

responsáveis por iniciar a hidrólise e por solubilizar rapidamente o polímero celulósico, 

quebrando primeiramente as ligações internas produzindo oligassacarídeos com peso 

molecular menor (SANTOS et al. 2011b), e conseqüentemente liberam novos terminais, 

um redutor e outro não-redutor. As exoglucanases são enzimas que atuam na região 

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 celulósica liberando glicose diretamente do polímero 

(SANTOS et al., 2011a; ). A xilanase é uma enzima que hidrolisa a xilana presente na 

hemicelulose (ALEXANDRINO et al. 2007), e por sua vez, tem despertado interesse da 

indústria de alimentos e da indústria de combustível líquido, entre outros. A lacase, a 

lignina peroxidase e Manganês peroxidase, que são enzimas lignolíticas responsáveis pela 

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

 

2.6 Açúcares fermentáveis 

 Os açúcares redutores são carboidratos monossacarídeos que possuem grupos 

carbonílico ou cetônicos livres, ou seja, uma extremidade de sua cadeia carbônica está 

liberada para reagir e estes carbonos são conhecidos como carbonos anoméricos, por não 

estar envolvido em ligações glicosídicas e são capazes de oxidarem na presença de agentes 

oxidantes, como íons férricos (Fe ³+) e cúpricos (Cu ²+) em soluções alcalinas(SILVA et al. 

2003; SCHIMITES, 2013). 

 Na indústria de alimentos é muito importante determinar a concentração dos 

açúcares para conhecer o valor nutritivo dos componentes digeríveis, como também para 

conhecer a composição centesimal e assim enquadrar determinado alimento dentro dos 

padrões aceitáveis da alimentação, e em alguns alimentos como o leite condensado a 

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

 Para a indústria de combustível líquido, os açúcares são muito importantes pois 

através do processo de fermentação alcoólica onde as leveduras utilizam o açúcar para 

produzir energia que usa em suas atividades fisiológicas, e durante este processo são 

transformados em etanol e CO2, catalisados por enzimas (CASADEI ,2012). 

 

 

 

 

 



3MATERIAL E MÉTODOS 
 

3.1 Resíduo de Cacau 

 

 O farelo de cacau (Figura 7A) foi cedido por fábricas produtoras de cacau, 

localizadas na região sul da Bahia. O resíduo passou por um processo de secagem e 

esterilização a 70 ˚C durante 24 horas, em secadora SOLAB e em seguida triturado em um 

moinho de facas tipo Willey (Figura 7B),sendo obtido ao final do processo um resíduo 

com aproximadamente 2 milímetros de granulometria. 

 
Figura 7 - A) Resíduo de cacau moído para fermentação; B) Moinho de facas. Fonte: O autor 

 
 

3.1.1 Pré-tratamento de Resíduo de cacau  

 Uma parte do resíduo de cacau passou por processo para extração de todo o açúcar 

redutor disponível. A extração do açúcar foi baseado no método de determinação de 

açúcares redutores por calorimetria (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985), onde para cada 

10 g de resíduo foi adicionado 50 ml de água que foi aquecido até ebulição, em seguida 

transferida para um balão volumétrico de 200 mL e o volume completado, agitado e 

filtrado em papel filtro seco. Esse processo foi realizado por três vezes com o mesmo 

resíduo e em seguida realizou-se a titulação para comprovar que a quantidade de açúcar 



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

C por 24 horas para ser submetido às condições desejadas no processo de fermentação. 

 

3.2 Microrganismos 

 Os microrganismos selecionados para o desenvolvimento desse trabalho foram os 

fungos filamentosos Rhizopus sp. E Aspergillus oryzae proveniente do Laboratório de 

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

 

3.2.1 Preparo da solução 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 solução Tween 80 (marca Vetec) a 

0,01% de concentração, em que a contagem do número de esporos em suspensão foi 

feita utilizando uma câmara de Neubauer com a assistência a partir do microscópio 

binocular (BIOVAL L1000).O cálculo da concentração de esporos foi realizado 

segundo o método de Raimbault e Alazard (1980) descrito por PARIS (2008) conforme 

a Equação 1. 

 

  

 

Equação 1: Calculo da concentração de esporos. 

 

3.3 Fermentação em Estado Sólido 

 

 As fermentações foram realizadas em Erlenmeyers contendo 10g de resíduo (Figura 

8). Neste resíduo foi adicionada a suspensão de esporos com a concentração de 107 

esporos/ml de solução por cada grama de substrato, e em seguida adicionados os volumes 

de água esterilizada em autoclave até a umidade desejada. 

 

 

 

 

Conc. (esporos/mL) =  
Número Médio Esporos Contados X Fator Diluição 

4.10-4mL 



Figura 8 - Erlenmeyer contendo resíduo para pronto para fermentação. 

 
  

 Os cultivos foram realizados com variação de temperatura (25, 30 e 35) º 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 ventilação forçada de ar (Figura 9).  

 

Figura 9 - Incubadora (Shaker) com ventilação forçada. Fonte: O autor. 

 
 

 

 

 

 



3.4 Extração do extrato enzimático 

 Após o processo de fermentação, foi adicionado 50 mL de solução tampão de 

citrato de sódio com um pH de 4,8 e 50 mM, e logo após foi realizado a extração do 

extrato enzimático por meio de filtração mecânica. 

3.5 Determinação de açúcares redutores 

 Para determinação dos açúcares redutores pesou-se 10 g da amostra em um 

erlenmeyer de 125mL que foi fermentada. Após a fermentação adicionou-se 50ml de água 

na amostra que foi aquecida em banho-maria com agua em ebulição, por 5 minutos e 

depois resfriada, em seguida foi transferida para um balão volumétrico de 200 mL. O 

volume foi completado, agitado e logo após 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 soluções de Fehling A e B, e adicionado 40 mL de água. Esta 

solução foi aquecida até ebulição. Em seguida adicionou-se, às gotas, a solução da bureta 

sobre a solução do erlenmeyer em ebulição, sempre em agitação, até que esta solução 

passou de azul a um vermelho tijolo (no fundo do balão formou-se um precipitado 

vermelho de óxido de cobre (Cu2O)) (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985). 

 

 

As soluções de Fehling A e B utilizadas na reação foram preparadas da seguinte maneira: 

Solução A – Pesou 34,639g de sulfato de cobre - CuSO4.5H2O, transferiu-se para um balão 

volumétrico de 1000 mL e completou o volume com água. 

Solução B – Pesou 173 g de tartarato de sódio e potássio - NaKC4H4O6.4H2O e dissolveu 

em 250 mL de água. Adicionou 250 mL de solução de NaOH a 20%, recém-preparada, 

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

 

3.6 Análises das atividades enzimáticas 

3.6.1 Determinação da enzima CMCase 

 A atividade de CMCase, que compreende enzimas endoglucanases, foi realizado 

com a dosagem de açúcares redutores produzidos pela degradação de 

carboximetilcelulose (CMC) a 2% p/v diluído previamente na solução citrato de sódio 



(da marca VETEC) pH 4,8 segundo o método descrito em Ghose (1987). As reações 

foram conduzidos adicionando em tubo de ensaio 0,5 mL de solução tampão de citrato 

de sódio com o pH 4,8 e 0,5 mL de extrato enzimático e 0,5 mL de solução de CMC 

(carboximetilcelulose). Para fazer a comparação com a reação, em outro tubo foram 

adicionados 0,5 mL da mesma solução tampão e 0,5 mL de extrato enzimático chamado 

de controle da reação. O branco, continha 0,5 mL de DNS e 0,5 mL de solução tampão. 

As amostras foram incubadas em estufa bacteriológica QUIMIS a 50° C por 10 minutos 

e a reação foi interrompida com a adição de 0,5 mL de DNS. Os tubos foram 

submergidos em água fervente por 5 minutos, logo após foram adicionados 6,5 mL de 

água destilada para posterior medição de absorbância em 540 nm realizada em 

espectrofotômetro BEL PHOTONICS 2000 UV. 

 

3.6.2 Determinação da Enzima FPase 

 A atividade de FPase, ou atividade em papel filtro, é determinada a partir da 

degradação 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 

solução tampão de citrato de sódio com o pH 4,8, e 0,5 mL de extrato enzimático e uma 

tira de papel filtro. Para controle da reação, em outro tubo foi adicionado 1mL da 

mesma solução tampão e 0,5 mL de extrato enzimático, no terceiro tubo foi adicionado 

1,5 mL de solução tampão 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 reação foi interrompida 

com a adição de 3mL DNS. Os tubos foram alocados em água fervente por 5 minutos, 

logo após foram adicionados 20 mL de água destilada para posterior medição de 

absorbância em de 540 nm. 

 

 

3.6.3 Determinação de Xilanase 

 A atividade de xilanase foi determinada segundo Miller (1959). O primeiro tubo 

consiste na mistura de 1mL de extrato enzimático, 1 mL de solução de 1% de 

concentração de xilana diluída em tampão citrato pH 4,8, depois é incubado à 50°C por 

30 minutos e em seguida é adicionado 2 mL de DNS para interromper a reação e 

adicionado 6,5ml de água destilada para posterior medição de absorbância a 550nm. 



3.6.4 Determinação da Atividade Enzimática da Lacase 

 A atividade de lacase foi determinada utilizando-se como substrato 0,1mL de uma 

solução etanólica de siringaldazine (4-hidroxi-3,5-azino-metoxibenzaldide) em uma 

concentração de 1mM. A reação de oxidação foi conduzida em 0,3 mL de tampão 

citrato-fosfato 50 mM e pH 5,0 e 0,6 mL de extrato enzimático. A reação foi 

quantificada depois de 10 minutos através da leitura da absorbância num 

espectrofotómetro (BEL PHOTONICS 2000 UV) com um comprimento de onda de 

525nm (SZKLARZet al, 1989). 

 

3.6.5 Determinação da atividade enzimática da peroxidase 

 Dois tubos de 10 x 100 mm foram usados, um para a amostra não aquecida e outro 

para a amostra aquecida. A cada tubo foi adicionado 0,6 mL da amostra a ser analisada, 

0,2 mL do tampão de fosfato-citrato e 0,1 mL de peróxido de hidrogênio (H2O2). 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 medição de 

absorbância no momento em que 0,1 mL de syringadalzine foi adicionado. Outra 

medição foi feita após 10 minutos. De cada tubo alíquotas de 1mL foram retirados das 

amostras aquecidas e das amostras não aquecidas, e foram medidos no comprimento de 

onda de 460 nm (ARCHIBALD, 1992). 

 

3.6.6 Determinação da atividade enzimática de manganêsperoxidase 

 O peróxido de manganês foi determinado pela oxidação de 0,5 mL de vermelho de 

fenol a 0,1% (a dissolução do vermelho de fenol em água foi feita pelo ajustamento 

contínuo do pH a 7,4) em 1,25 mL de tampão succinato de sódio pH 4,5, e 1,5 mL de 

lactato de sódio, 0,5 mL de albumina a 1%, 0,5 mL de sulfato de manganês (MnSO4), 

0,5 mL de extrato enzimático e 0,25 mL de peróxido de hidrogénio 2 mM. Após 10 

minutos de reação, 1mL da mistura contida no tubo de ensaio foi removido e para este 

volume foi feita a adição de 30 µL de hidróxido de sódio para interromper a reação e 

para realizar a leitura no espectrofotómetro. A reação foi avaliada medindo a 

absorbância do produto de reação em 610 nm. A atividade de manganês peroxidase foi 

calculada com base na absortividade molar do vermelho de fenol oxidada(ANASTASI, 

2009). 



3.6.7 Curva de analítica 

 A chamada curva analítica foi construída a partir da determinação de glicose nas 

concentrações de (0,2 a 1,0) g/L-1 pelo método do ácido 3,5-dinitrossalicílico DNS 

(MILLER, 1959). A unidade de atividade enzimática (U) foi definida como a 

quantidade de enzima capaz de liberar 1μmol de açúcares redutores por minuto a 50 °C, 

onde a atividade enzimática expressa em U por grama de substrato (U/g). A absorbância 

foi medida em espectrofotômetro a 540 nm. 

 

 

3.7 Análise Estatística 

 Um estudo das condições ideais para a produção das enzimas foi realizado com 

base na metodologia de superfície de resposta, juntamente com o delineamento Box-

Behnken(DBB)com três níveis de variação (+1, 0, -1), utilizando três variáveis 

independentes (tempo de fermentação, umidade e temperatura) e com 4 repetições no 

ponto central (Tabelas 1 e 2, uma para cada fungo estudado), aplicado para a determinação 

do efeito destes sobre a produção dos açúcares redutores e das enzimas estudadas.

 Foi realizada a análise de variância (ANOVA) para os modelos e a importância do 

modelo examinada pelo teste estatístico de Fisher (teste F) através do teste de diferenças 

significativas entre as fontes de variação nos resultados experimentais, ou seja, a 

significância da regressão, a falta de ajuste, e o coeficiente de determinação múltipla (R2). 

Os resultados obtidos a partir de experiências foram submetidos à análise de variância 

ANOVA, e os efeitos foram considerados significativos quando p <0,1. 

 Com um modelo polinomial de segunda ordem (Equação 2), dados experimentais e 

de regressão de coeficiente e coeficientes de regressão foram obtido por regressão linear 

múltipla, onde b0, bi, bii, bij, e bijk representa todo o processo constante efeito, os efeitos 

linear e quadrática de Xi, e o efeito de interação entre Xi e Xj, Xi, Xj e Xksobre a produção 

de açúcar redutor e atividade enzimática. Os dados foram rodados no software estatístico 

SAS (StatisticalAnalysis System®) versão 9.3. Para elaboração dos gráficos, foi utilizado o 

software SigmaPlot® 11.0. 

 
ܣܧ = ௢ߚ  ௜ܺ௜ߚ∑ + ௜௜ߚ∑ + ௜ܺ

ଶ + ௜௝ܺ௜ߚ∑ ௝ܺ + ௜௝ߚ∑ ௜ܺ ௝ܺܺ௞ 
 
Equação 2 Modelo polinomial de segunda ordem 



Tabela 1 – Variáveis estudadas na produção das enzimas e determinação de açúcares redutores pelo 
fungo Aspegillus oryzae 

Delineamento fatorial (DBB) Delineamento com as variáveis 
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 – Variáveis estudadas na produção das enzimas e determinação de açúcares redutores pelo 
fungo Rhizopus sp. 

Delineamento fatorial (DBB) Delineamento com as variáveis 
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 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Produção de açúcares redutores pelo fungo Rhizopus sp  

 Para avaliar quais fatores (umidade, tempo e temperatura) que tiveram um efeito 

significativo sobre a produção de açúcares redutores, primeiramente foi realizada a análise 

de variância, ANOVA (Tabela 3) e os parâmetros de estimativas conduzidos em fatorial 

fracionado 23. A análise do modelo realizada e a significância avaliada através do teste 

estatístico de Fisher (teste F) aplicado a diferenças significativas entre as fontes de 

variação nos resultados experimentais, ou seja, a significância da regressão, a falta de 

ajuste, e o coeficiente de determinação múltipla (R2). Uma vez que os modelos completos 

de segunda ordem (modelos contendo ambas as interações de parâmetros) não foram 

aceitos pelos ensaios mencionados, foram melhorados pela eliminação dos coeficientes do 

modelo até que as condições determinadas foram preenchidas. Os fatores que não foram 

significativos em 10% foram então reunidos para o termo de erro e um novo modelo 

reduzido foi obtido para as variáveis de resposta por análise de regressão usando apenas os 

fatores significativos indicados anteriormente. 

Tabela 3 – Análise de variância da quantificação do açúcar redutor produzido pelo fungo Rhizopus 
sp. 

FV GL SQ QM F Prob 

Modelo 6 41,60717 6,93453 9,73 0,0007 

Erro 11 7,84349 0,71304   

Total 17 49,45065    

R2 0,8414     

 

 O resultado da análise de variância está apresentado num diagrama de Pareto 

(Figura 10), em que o valor absoluto da amplitude do efeito padronizado estimada (o efeito 

estimativa dividida pelo erro padrão) de cada elemento é traçado em ordem decrescente, 

com 90% de confiança (p = 0,10). Através deste gráfico é possível observar que o tempo 

foi o fator que mais influenciou na produção do açúcar assim como a melhor interação foi 

entre o tempo e a umidade. 



Figura 10 - Gráfico de Pareto mostrando a significância das variáveis: tempo, temperatura e 

umidade de fermentação sobre a produção de açúcares redutores pelo fungo Rhizopus sp. 

 

 O modelo reduzido pode ser descrito na Equação 3, em termos de valores não 

codificados. 

.ݐ݊ܽݑܳ (ܴܣ) =  7,72782− 0,12949ܷ݉ − 0,20624ܶ݁݉ + 0,36115ܶ

+  0,00237ܷ݉ܶ݁݉ − 0,00468ܶ݁݉ܶ + 0,00246ܶ݁݉² 

Onde: 

AR = Açúcar Redutor (%) 

Um = Umidade (%) 

Tem = Tempo (h) 

T = Temperatura (°C) 

Equação 3 Modelo reduzido da produção de AR pelo Rhizopus sp.  



 A Figura 11 exemplifica a combinação das variáveis independentes tempo (Tem) e 

umidade (Um) sobre a produção de açúcar redutor, a partir do modelo ajustado (Equação 

3). Nas primeiras 20 horas de fermentação, com umidade de 40% houve um aumento da 

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

fermentação era de 7,3 % e após o processo chegou próximo de 11 %. 

Figura 11 – Superfície de resposta da produção de açúcar pelo fungo Rhizopus sp. 

 

 Nas horas seguintes, houve uma queda na quantidade de AR chegando a 6 % pois 

provavelmente, o fungo começou a utilizar o açúcar disponível nas suas atividades 

metabólicas, mais a partir das 70 horas e com a umidade próxima aos 60% o fungo voltou 

a produzi-lo chegando a 9 %. 

 A quantidade de AR disponível no resíduo antes e após a fermentação encontrado 

neste trabalho é superior ao encontrado por Silva et al. (2003) em sua pesquisa, 

comparando métodos para quantificar açúcares 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 à 10°C. Possivelmente, os 



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

fermentação.  

4.2 Hidrolise enzimática do Rhizopus sp durante a produção de açúcar 

4.2.1 Atividade da CMCase 

 O modelo reduzido da Equação 4 ilustra a atividade enzimática de CMCase, em 

termos de valores não codificados. 

(݁ݏܽܥܯܥ)ݒ݅ݐܣ =  19,694− 0,131ܶ݁݉ 

Equação 4 Modelo reduzido da atividade de CMCase do fungo Rhizopus sp. 

 Nas primeiras horas de fermentação a atividade chegou próximo a 17U/g e com o 

passar das horas a mesma foi caindo (Figura 12). O valor da atividade encontrada está 

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. Já Santos 

et al. (2011a) encontrou a sua maior atividade de 11,06U/g em 72 horas, onde utilizou o 

resíduo de seriguela como substrato.  

Figura 12 – Gráfico do modelo reduzido da atividade de CMCase. 

 

 A produção enzimática pode variar de um microrganismo para o outro, como 

também a diferença pode ser do resíduo utilizado ou das condições analisadas. O fungo 



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

primeiras horas de fermentação com o substrato utilizado. 

 Ao comparar a atividade de CMCase com a produção de AR, ao mesmo tempo que 

a atividade da enzima estava em alta, nas primeiras 20 horas, a quantidade de açúcar 

também estava em alta. Provavelmente a CMCase, uma enzima endoglucanase, estava 

quebrando os polissacarídeos em monossacarídeos que ao atingir certa quantidade, 

iniciou a inibiçãoda enzima e o fungo começou a consumir o açúcar que estava 

disponível. 

4.2.2 Atividade da FPase 

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

termos de valores não codificados. 

(݁ݏܽܲܨ)ݐܣ = −93,58 + 0,097ܶ݁݉+ 4,6853ܷ݉ + 0,0019ܶ݁݉ଶ − 0,0489ܷ݉ଶ

− 0,0067ܷܶ݁݉݉ 

 Equação 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 fermentação 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 começou aumentar novamente a partir 

das 60 horas com tendência de crescer ainda mais. É importante salientar que em poucas 

horas de fermentação, a atividade encontrada já estava superior aos trabalhos citados 

mostrando-se vantajoso na produção desta enzima. 

 

 

 

 

 



Figura 13 – Atividade de FPase do fungo Rhizopus sp.  

 

 Por ser uma enzima endoglucanase e exoglucanase, num primeiro momento é 

provável que juntamente com a CMCase, iniciou a hidrólise interna da celulose e depois 

com o passar das horas e a diminuição da quantidade de açúcares redutores, começou a 

hidrolisar também a parte externa da celulose. Essas enzimas são importantes por 

iniciarem a quebra da celulose disponibilizando assim, mais açúcar redutor no meio. 

4.2.3 Atividade da xilanase 

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

foram importantes.O modelo reduzido está descrito Equação 6em termos de valores não 

codificados. 

(݈݅ݔ)ݒ݅ݐܣ =  41,035− 1,008ܶ݁݉ − 0,40ܷ݉ + 0,0036ܶ݁݉ଶ + 0,0162ܷܶ݁݉݉ 

Equação 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 

começando a partir das 60 horas (Figura 14). 

 



Figura 14 – Superfície de resposta da atividade de xilanase do fungo Rhizopus sp. 

 

 

 Silva et al (2005) utilizando diferentes substratos encontrou valores que variaram 

de 8 a 107U/g de atividade em 4 dias (96h) de fermentação. É provável que se o tempo 

de fermentação fosse maior, a atividade enzimática 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 concentração 

estabilizada enquanto a quantidade de AR ainda era alta e sua atividade começou a 

aumentar provavelmente, no processo de quebra da xilana que está presente na 

hemicelulose para produção de açúcares redutores quando a quantidade destes havia 

diminuído em relação ao inicio da fermentação, pois comparando a atividade enzimática 

com a produção de AR é possível observar que o aumento é simultâneo, juntamente 

com a atividade da FPase. 

 



4.2.4 Atividade da Lacase 

 A lacase é uma enzima lignolítica, que atua na hidrólise da lignina. A atividade 

enzimática da lacase do fungo Rhizopus sp. no presente trabalho, sofreu influência 

apenas do tempo. O modelo reduzido é apresentado na Equação 7 em termos de valores 

não codificados. 

(݈ܿܽ)ݒ݅ݐܣ =  17883,95− 115,79ܶ݁݉ 

 Equação 7 Modelo reduzido da atividade de lacase do fungo Rhizopus sp. 

 Ao começar o processo de fermentação, as enzimas lignolíticas como a lacase 

assim como as enzimas que hidrolisam a celulose, também começam o processo de 

hidrólise da lignina em polímeros menores. Essas enzimas são de interesse de vários 

setores industriais (ALEXANDRINO et al, 2007). A atividade enzimática da lacase 

pode ser melhor visualizada na Figura 15. 

Figura 15 – Atividade enzimática da lacase pelo fungo Rhizopus sp. 

 

 Nas primeiras horas de fermentação 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 enzimática foi abaixo do encontrado por esta pesquisa 

e aconteceu com 15  e 7 dias de fermentação respectivamente. Contudo, no trabalho de 

Gomes et al. (2009) o fator que mais influenciou foi a temperatura diferente do 

encontrado aqui onde não teve influencia sobre a atividade. 

 

4.2.5 Atividade da Peroxidase 

 A peroxidase, assim como a lacase atua na degradação da lignina. Neste trabalho, a 

produção desta enzima sofreu influência do tempo, da umidade, como da interação entre 

eles. O modelo reduzido encontra-se descrito na Equação 8 em termos de valores não 

codificados.  

(ݎ݁݌) ݒ݅ݐܣ =  −181959,037− 2462,73ܶ݁݉ + 12435,75ܷ݉ + 9,85ܶ݁݉ଶ

− 154,43ܷ݉² + 25,79ܷܶ݁݉݉ 

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

 A peroxidase alcançou sua melhor atividade próximo a 40000U/g com a umidade 

variando de (40 à 46)% e nas primeiras 30 horas de fermentação como é possível 

verificar na Figura 16.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Figura 16 – Atividade da peroxidase do fungo Rhizopus sp. 

 

 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 enzimática. Em resumo, o que pode ser analisado é que mesmo não 

conseguindo alcançar a máxima atividade enzimática, a produção foi vantajosa e em 

menor tempo que os trabalhos citados configurando assim certa vantagem para este 

estudo. 

4.2.6 Atividade da Manganês peroxidase 

 A atividade enzimática da manganês peroxidase sofreu influencia do tempo e da 

interação do tempo com a umidade. O modelo reduzido encontra-se na Equação 9 em 

termos de valores não codificados. 

(ݎ݁݌ ݊ܯ)ݒ݅ݐܣ =  43885,72− 1130,05ܶ݁݉ + 5,17ܶ݁݉ଶ 

−6,805ܷ݉² + 13,283ܷܶ݁݉݉ 

Equação 9 Modelo reduzido da atividade da manganês peroxidase do fungo Rhizopus sp. 



 A maior atividade alcançada foi próxima a 22000U/g nas primeiras 30 horas de 

fermentação e umidade de 40% com um decréscimo nas horas seguintes, voltando a 

crescer próximo às 70 horas e umidade de 50% (Figura 17).  

Figura 17 - Atividade da manganês peroxidase do fungo Rhizopus sp 

 

 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 últimos produziram próximo 

de 70 U/g em 30 dias. Todos sofreram a influencia do tempo na produção enzimática, 

corroborando com este trabalho. A produção aqui alcançada é consideravelmente maior 

e em tempo reduzido o que torna a produção enzimática vantajosa em relação a outros 

métodos. 

 Das três enzimas lignolíticas, a manganês peroxidase foi a única a apresentar 

atividade no momento em que o açúcar redutor voltou a ser produzido a partir das 70 

horas de fermentação. Dessa forma, é possível considerar que esta enzima contribui para 

formação de açúcares redutores quando a concentração destes está baixa. 

 

 



4.3 Produção de açúcares 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 produção de açúcares redutores pelo fungo 

Aspergillus oryzae. Para começar, foi realizada a análise de variância, ANOVA (Tabela 5) 

e a significância do modelo avaliada através do teste estatístico de Fisher (teste F) aplicado 

a diferenças significativas entre as fontes de variação nos resultados experimentais, ou seja, 

a significância da regressão, a falta de ajuste, eo coeficiente de determinação múltipla (R2). 

Durante a análise, os modelos completos de segunda ordem (modelos com todas as 

interações de parâmetros) que não foram aceitos pelos ensaios mencionados, foram 

melhorados pela eliminação dos termos do modelo até que as condições determinadas 

foram preenchidas. Todos os fatores que não foram significativos em 10% foram então 

reunidos para o termo de erro e um novo modelo reduzido foi obtido para as variáveis de 

resposta por análise de regressão usando apenas os fatores significativos indicados 

anteriormente. 

Tabela 5 – Análise de variância da quantificação do açúcar 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 análise de variância num diagrama de 

Pareto (Figura 18), em que o valor absoluto da amplitude do efeito padronizado 

estimada (o efeito estimativa dividida pelo erro padrão) de cada elemento é traçado em 

ordem decrescente, com 90% de confiança (p = 0,10) representado pela linha vertical 

tracejada. Através deste gráfico é possível observar que o tempo é o fator que mais 

influenciou na formação de açúcares redutores pelo Aspergillus oryzae. 

 

 



Figura 18: Gráfico de Pareto mostrando a significância das variáveis: tempo, temperatura e 

umidade de fermentação sobre a produção de açúcares redutores pelo fungo Aspergillus oryzae. 

 

 O modelo reduzido da produção de açúcar redutor está descrito na Equação 10, em 

termos de valores não codificados. 

(ܴܣ)ݐ݊ܽݑܳ =  3,88097− 0,93608ܷ݉ − 0,16364ܶ݁݉ + 2,15686ܶ +  0,00902ܷ݉ଶ

+ 0,00231ܶ݁݉ଶ − 0,03800ܶ² 

Onde: 

AR = Açúcar Redutor (%) 

Um = Umidade (%) 

Tem = Tempo (h) 

T = Temperatura (°C) 

Equação 10 Modelo reduzido da produção de AR pelo fungo Aspergillus oryzae. 



 Antes da fermentação, o açúcar redutor presente no resíduo estava numa média de 

7,3%. Após a fermentação, nas primeiras 20 horas houve uma pequena produção de açúcar 

redutor pelo fungo Aspergillus oryzae está representado na Figura 19, onde elevou a 

quantidade para quase 10%. Com o passar das horas o AR diminuiu, provavelmente no 

momento em que o fungo começou a consumi-lo para realizar suas funções metabólicas. 

Figura 19 – Superfície de resposta da produção de açúcar redutor pelo fungo Aspergillus oryzae 

 

  Após as 40 horas quando o açúcar chegou ao nível de 6%, a produção de AR 

recomeçou chegando a 11% ás 70 horas de fermentação na umidade de 40% com tendência 

de aumentar com o tempo. Caetano et al. (2011) encontrou uma quantidade de 5,17% de 

açúcar redutor na polpa de uva. É possível observar que ao utilizar a fermentação em 

estado sólido pode-se aumentar a quantidade de açúcares redutores disponíveis para ser 

utilizados em outros processos. 

 

 

 



4.4 Hidrólise enzimática do Aspergillus oryzae durante a produção de açúcar redutor 

4.4.1 Atividade de CMCase 

 O modelo reduzido encontra-se na Equação 11, em termos de valores não 

codificados. 

݁ݏܽܥܯܥ)ݒ݅ݐܣ =  −196,80670 + 2,15087ܷ݉ + 0,44037ܶ݁݉ + 10,71337ܶ

−  0,01984ܷ݉ଶ − 0,00348ܶ݁݉ଶ − 0,19314ܶ² 

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

 Através da Figura 20 é pode-se perceber que a atividade de CMCase alcançou seu 

ponto máximo de produção às 60 horas, com umidade entre 53 % e 57 %, chegando a 

22U/g. Em relação à produção de açúcares redutores, esta enzima iniciou sua atividade 

enquanto a concentração de AR estava baixa. É provável que neste momento o fungo 

começou a produzi-la para atuar na quebra da celulose para liberação de cadeias 

menores de carboidratos, os monossacarídeos ou açúcares redutores. Ao analisar as 

Figuras 19 e 20, a concentração de açúcar redutor estava se elevando chegando à 

aproximadamente 11% ao mesmo momento em que a CMCase alcançava a sua mais 

alta atividade, entre 60 e 70 horas. 

Figura 20 – Atividade da CMCase produzida pelo Aspergillus oryzae 

 



 Basso et al. (2010) alcançou sua produção máxima de 6U/g de CMCase em quinze 

dias de fermentação 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 relação aos trabalhos citados, o que torna 

esta pesquisa viável e eficiente na produção desta enzima. 

4.4.2 Atividade de FPase 

 A Equação 12 é o modelo reduzido da atividade enzimática em termos de valores 

não codificados.  

݁ݏܽܲܨ)ݒ݅ݐܣ =  −92,26510 + 3,039087ܷ݉ + 0,40133ܶ݁݉ + 1,64814ܶ

− 0,03033ܷ݉ଶ − 0,00442ܶ݁݉ଶ − 0,03332ܶ² 

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

 A produção 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 máxima da FPase ocorreu num 

momento em que a produção de AR voltou a crescer, esse fato pode ter ocorrido porque 

além de ser uma enzima endoglucanase, ao mesmo tempo também é uma enzima 

celulolítica exoglucase e estava quebrando a celulose tanto por dentro como por fora, 

em açúcares para que o fungo pudesse utilizá-lo em seu metabolismo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Figura 21 – Atividade da FPase produzida pelo Aspergillus oryzae 

 

  Santos et al. (2011b) em sua pesquisa, produziu cerca de 2,55 U/g em 98 horas de 

fermentação da mesma enzima. Basso et al. (2010) assim como Santos et al. (2011b), 

chegou a produzir próximo a 2,5 U/g de FPase, porém o tempo para alcançar essa 

produção foi de quinze dias.  

  

4.4.3 Atividade de Xilanase 

 A produção de xilanase está descrita na Equação 13 no modelo reduzido, em termos 

de valores não codificados.  

(݈݅ܺ)ݒ݅ݐܣ =  −55,70875− 1,61831ܷ݉ + 0,19626ܶ݁݉ + 7,14126ܶ

+ 0,01110ܷ݉ܶ݁݉ + 0,01409ܷ݉ଶ − 0,00079577ܶ݁݉ଶ − 0,13485ܶ² 

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

 A atividade da xilanase começou a aumentar nas primeiras 20 horas de 

fermentação, momento em que a quantidade de AR chegou ao seu menor nível que foi 

de 6%. A ação da xilanase é na quebra da xilana que fica na hemicelulose, facilitando 

assim a ação das enzimas celulolíticas na quebra da celulose que fica envolvida pela 



hemicelulose. A maior produção 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 

 

 4.4.4 Atividade de Lacase 

 A Equação 14 é o modelo reduzido da atividade enzimática em termos de valores 

não codificados. 

(ܿܽܮ)ݒ݅ݐܣ =  86471 − 47,00860ܷ݉ − 1437,67795ܶ݁݉ − 2346,83727ܶ

+ 6,04701ܷ݉ܶ݁݉ + 36,70939ܶ݁݉ܶ + 2,15100ܶ݁݉² 

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

 Pode-se verificar na Figura 23, que a maior atividade enzimática da lacase estava 

próxima à 28000U/g em 70 horas e 60% de umidade. A atividade desta enzima 

aumentou a partir das 50 horas de fermentação, podendo indicar que esta enzima 

contribuiu no aumento da produção de açúcares redutores, uma vez que neste mesmo 

tempo a porcentagem destes começou a aumentar. 

 

 

 



Figura 23 – Atividade de Lacase do Aspergillus oryzae 

 

 No trabalho realizado por Alexandrino et al. (2007) o tempo de melhor produção 

foi de 15 dias com o fungo Pleurotus ostreatus e Erden et al. (2009) alcançou em 7 dias 

utilizando diferentes fungos. Já Carvalho et al. (2012) chegou a sua atividade ótima em 

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

máximo de produção desta enzima e chegar aos pontos ótimos de atividade. 

 

4.4.5 Atividade de peroxidase 

 O modelo reduzido da atividade enzimática está descrito na Equação 15, em termos 

de valores não codificados. 

(ݎ݁ܲ)ݒ݅ݐܣ = −245544− 8909,43292ܷ݉ − 2876,50503ܶ݁݉ + 36812ܶ

+ 29,52570ܷ݉ܶ݁݉ + 70,57825ܷ݉ܶ + 43,83977ܶ݁݉ܶ

+ 65,99153ܷ݉ଶ + 7,50097ܶ݁݉ଶ − 721,29470ܶ² 

Equação 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 à 60% e com o tempo entre 60 e 70 

horas. Como a atividade enzimática aumentou a partir das 40 horas de fermentação, 

provavelmente neste momento a lignina começou a ser quebrada, contribuindo para a 

formação de mais açúcares redutores. 

Figura 24 – Atividade de Peroxidase do Aspergillus oryzae 

 

 A melhor produção 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 

produção dos trabalhos citados, fato que corrobora com esta pesquisa. 

  

4.4.6 Atividade de manganês peroxidase 

 A Equação 16 representa o modelo reduzido da atividade enzimática, em termos de 

valores não codificados. 

 

 



(ܲ݊ܯ)ݒ݅ݐܣ = −165633 − 36,49750ܷ݉ − 975,81796ܶ݁݉ + 13403ܶ

+ 5,80780ܷ݉ܶ݁݉ + 12,86123ܶ݁݉ܶ + 5,40782ܶ݁݉ଶ − 239,54859ܶ² 

Equação 16 Modelo ajustado da atividade de Manganês peroxidase pelo fungo Aspergillus 

oryzae 

 É possível verificar na Figura 25 que a atividade enzimática chegou próximo a 

28000U/g com 70 horas de fermentação e umidade de 60% e a tendência era de uma 

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

enzimas lignolíticas estudadas, o nível da atividade de manganês peroxidase aumentou 

ao mesmo tempo em que a produção de açúcar redutor começou a subir, possivelmente 

essa enzima contribui na para elevar a concentração desses açúcares. 

Figura 25 – Atividade de manganês peroxidase do Aspergillus oryzae 

 

 Alexandrino et al. (2007) conseguiu sua maior produção em 30 dias de 

fermentação, enquanto Carvalho et al. (2012) alcançou em aproximadamente 72 horas, 

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

fatores que mais influenciou. 

 



4.5 Quantificação da produção de açúcares redutores em resíduo pré-tratado para 

retirada dos açúcares redutores 

 Para avaliar se o os fungos realmente conseguiam produzir açúcares redutores 

quebrando carboidratos polissacarídeos como a celulose, uma parte do resíduo passou por 

um pré-tratamento onde todo o açúcar redutor foi retirado lavado com água fervente. 

Depois que o resíduo passou novamente pela estufa de secagem, foi fermentado e 

submetido às mesmas condições em que ocorreram as outras fermentações para avaliar se 

havia produzido AR. Modelos significativos foram elaborados a partir de dados 

experimentais com ajuda do teste de Fisher (F), a significância da regressão, a falta de 

ajuste, e o coeficiente de determinação múltipla (R²), além de realizar a análise de 

variância (ANOVA, Tabela 6) para testar os fatores tempo, umidade e temperatura. Nesta 

avaliação, os modelos completos de segunda ordem (modelos com todas as interações de 

parâmetros) que não foram aceitos a partir dos testes mencionados, foram eliminados para 

melhorar os termos do modelo até que as condições determinadas foram preenchidas. Os 

fatores não significativos em 10% foram reunidos para o termo de erro e um novo modelo 

reduzido foi obtido para as variáveis de resposta por análise de regressão usando apenas os 

fatores significativos. 

Tabela 6 – Análise de variância da quantificação do açúcar 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 análise de variância está 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 padrão) de cada elemento é traçado em ordem decrescente, com 90% de confiança (p 

= 0,10). Através deste gráfico é possível observar quais os fatores que mais influenciaram 

na formação de açúcares redutores pelos fungos. As equações dos modelos ajustados estão 

apresentados na Tabela 7. 

Figura 26-Gráfico de Pareto mostrando a significância das variáveis sobre a produção de açúcares 

redutores pelo fungo Rhizopus sp. 

 

 

 

 

 

 



 

Figura 27 - Gráfico de Pareto mostrando a significância das variáveis sobre a produção de açúcares 

redutores pelo fungo Aspergillus oryzae no resíduo tratado 

 

Tabela 7 – Modelos reduzidos da produção de açúcar redutor pelos fungos Rhizopus sp e 

Aspergillus oryzae, em termos de valores não codificados. 

Equações 

E1 = 0,57580 + 2,18158Um + 0,14463Tem – 4,15565T + 0,00345TemT – 

0,01841Um² - 0,00209Tem² + 0,06375T² 

E2 = 1,09216 - 0,00117Um + 0,08872Tem – 0,00642T - 0,00106Tem²  

E1 = equação da produção de AR pelo Rhizopussp. e E2 = Produção de AR pelo Aspergillus oryzae; Um = 

Umidade (%), Tem = Tempo (h) e T = Temperatura (°C) 

 

 Pode-se comprovar que os fungos realmente produziram açúcares como é possível 

analisar nas Figuras 28 e 29, pois o AR inicial do resíduo era 0 devido ao tratamento 

submetido. A produção do Rhizopus sp chegou a 7% de AR em 60 horas com 60% de 

umidade (Figura 28), alcançando neste ponto sua melhor produção. 



Figura 28 – Produção de AR pelo Rhizopus sp no resíduo com 0% de açúcar inicial 

 

 O fungo Aspergillus oryzae também produziu açúcar redutor chegando a 

concentração de 2,6% (Figura 29), em 40 horas de fermentação em todas as umidades 

testadas. 

Figura 29 – Produção de AR pelo Aspergillus oryzae no resíduo com 0% de açúcar inicial 

 



 Comparando os dois fungos, o Rhizopus sp produziu mais açúcar que o Aspergillus 

oryzae. É provável que o primeiro tenha um metabolismo mais acelerado e precisa de mais 

açúcar para manter suas funções. Porém o mais importante é verificar que os dois 

conseguiram produzir açúcar redutor a partir da degradação do complexo lignocelulósicos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5 CONCLUSÃO 

 Os fungos estudados Rhizopus sp e o Aspergillus oryzae foram eficientes para 

elevar a produção de açúcares redutores do resíduo que são de interesse de 

algumas indústrias, como para a produção de bioetanol, por exemplo; 

 Durante o processo de quebra do complexo lignocelulósico, os fungos liberaram 

diversas enzimas de interesse industrial e ao produzi-las através da FES 

utilizando resíduos como substrato, o custo de produção é reduzido; 

 Ao aproveitar resíduos agroindustriais, estes se tornarão mais uma fonte de renda 

para os produtores, além de evitar que estes sejam descartados no meio ambiente 

poluindo água e solo. 

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

produção dos açúcares e das enzimas. 
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