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RESUMO

O Brasil é um dos principais produtores mundial de arroz e maracuji. A produgdo destes alimentos
gera uma grande quantidade de residuos que representa um sério problema de disposi¢do final e
perda econdmica associada ao ndo aproveitamento deste material. A perda do valor econdmico
desta biomassa pode ser reduzida pelo uso das mesmas em fermentacdes em estado sdlido (FES)
destinadas a geracdo de enzimas. Esta pratica de reducdo de desperdicio condiz com processos
modernos que buscam utilizar os conceitos de minimizagdo, recuperagdo, aproveitamento de
subprodutos e bioconversdo de residuos que sdo cada vez mais necessdrios para melhor
sustentabilidade da cadeia produtiva na agro-industria. Pensando nesta situagdo foi proposto o
presente trabalho que tem como objetivo avaliar o uso destes residuos na produgdo das enzimas
invertase, amilase, celulase, pectinase e protease em fermentacdo no estado sélido com Aspergillus
niger empregando como substrato residuos das industrias de processamento de arroz e de maracuja.
Foram feitos testes preliminares visando selecionar a melhor linhagem de Aspergillus niger entre as
cepas de Aspergillus niger ATCC 16404, 1057 e 9029 e determinar as condi¢Ges otimizadas de
producdo destas enzimas. Os resultados obtidos mostraram que o Aspergillus niger ATCC 16404
proporcionou maior atividade para as enzimas estudadas e o tempo de fermentag@o selecionado para
a producdo das mesmas foi de quatro dias. Avaliou-se a otimiza¢do da produ¢do das enzimas
citadas por meio da realizacdo de um delineamento composto central (DCC) com trés varidveis:
relacdo de massa de residuo de arroz/massa total (A/T), adicdo de umidade e concentracdo de
in6culo (CI). A relacdo A/T utilizada variou de 0 a 1, a umidade variou de 0,323 a 1,676 mL/ g de
substrato e a concentracido de inéculo de 0,5 a 4,5 mg/ g de substrato. O DCC mostrou-se um
método eficaz, fornecendo como os melhores resultados para superficie de resposta A/T de 0,5,
umidade de 30 mL/30 g de substrato e CI de 0,25 g/100 g de substrato. Nestas condicdes foram de
108,82 + 3,1 U/g a atividade invertésica, 10,56 = 2,0 U/g a atividade amilasica, 5,98 + 0,8 U/g a
atividade celulasica, 5,24 + 0,6 U/g a atividade pectinasica e 5.201,00 = 3,8 U/g a atividade
protedsica. Para obter um modelo estruturado capaz de prever o comportamento cinético em
diferentes temperaturas e avaliar o efeito da temperatura no crescimento celular e producio
enzimdtica foi realizado um novo estudo cinético do processo nas temperaturas 28 + 2°C, 35 +
0,5°C, 40 £ 0,5°C e 45 + 0,5°C que utilizou as condicdes otimizadas descritas anteriormente. Os
resultados experimentais e os resultados previstos pelo modelo mostraram que o maior crescimento
celular, expresso em termos de biomassa e maior nimero de esporos, ocorreu nas temperaturas de
35°C e 45°C. Os resultados experimentais mostraram que a maior atividade invertasica foi de
(155,80 = 3,28 U/g) a temperatura de 35°C no 11° dia de fermentacdo, os maiores valores de
atividades amildsica e protedsica foram de (14,00 £ 2,42 U/g e 5.809,00 £ 4,20 U /g,
respectivamente), a temperatura de 28°C e para as atividades celuldsica (14,10 £ 2,25 U/g) e
pectinésica (10,80 = 1,5 U/g), os maiores valores foram obtidos a temperatura de 45°C no 12° dia
de fermentacdo. A comparacdo entre a energia de ativacdo do modelo estruturado que descreve a
inativagdo térmica da enzima com os valores da literatura e a comparagdo dos valores previstos pelo
modelo com os pontos experimentais do crescimento celular e atividades enzimdticas mostram a
boa aplicabilidade do modelo estudado.

Palavras-chave: Aspergillus niger, residuos agro-industriais, produgdo enzimaética, fermentacdo em
estado solido.



ABSTRACT

Brazil is one of the main producer countries of rice and passion fruit. The production of these foods
have generated a large amount of wastes which could represent serious problems with the final
disposal and cause economic losses from misuse of biomass. The enviroment pollution and loss of
economic value from this biomass can be reduced by using this material in the production of
enzymes by solid state fermentation (SSF).This reduction of waste generation fit neatly into the
conceptual framework of by-products utilization, waste minimization and waste prevention which
have been accepted as part of the environmental and economic interaction in the food supply chain.
For this reason, the present work has, as objective, to evaluate the production of the enzymes
invertase, amylase, cellulase, pectinase, and proteinase using Aspergillus niger in solid state
fermentation (SSF) on rice and passion fruit by-products. In order to choose a strain and optimize
the fermentation conditions the production of these enzymes using Aspergillus niger strains ATCC
16404, 1057 and 9029 were preliminary evaluated and the fermentation with the best strain was
investigated. According to the results obtained, the best strain for all five enzymes were Aspergillus
niger ATCC 16404 and four days was found to be the best time for the fermentation. Central
composite design (CCD) was used to investigate the dependence of solid medium concentrations
(SMC), water addition (WA) and inoculum size (IS) on the production of enzymes during the SSF.
The variable levels used in the design were: 0 to 1.0 g rice by-product/ total g, 0.323 to 1.676 mL/
total g , and 0.5 a 4.5 mg inoculum/ total g . According to the results the variable levels used in
CCD was satisfactory to describe the optimization. Based on response surface methodology (RSM),
optimum conditions were: SMC 0.5 g rice by-product/ total g, WA 1.0 mL/ total g, , IS 2.5 mg/
total g, invertase 108.82 + 3.1 U/total g, amylase 10.56 £ 2.0 U/ total g, cellulase 5.98 + 0.8 U/g ,
pectinase 5.24 + 0.6 U/g, and proteinase 5201.00 + 3.8 U/g. To obtain a structured model that
describe the nonisothermal cellular behaviour and to evaluate the kinetics of cell growth and
enzyme production a new set of experiments were carried out at the temperatures of 28 + 2°C, 35 +
0.5°C, 40 = 0.5°C e 45 £ 0.5°C under the same optimum conditions described above. The results
and model predictions implied that the largest cellular growth, expressed in terms of biomass and
spores, occured in the medium with temperature between 35°C and 45°C. The experimental results
showed that the maximum enzymes activities and conditions related to this production were:
invertase (155.80 + 3.28 U/g) , 35°C, 11 days of fermentation; amylase (14.00 + 2.42 U/g) and
proteinase (5809.00 = 4.20 U/g), 28°C, and 11 days of fermentation; cellulase (14.10 + 2.25 U/g)
and pectinase (10.80 = 1.5 U/g), 45°C, 12 days of fermentation. The comparisons between the
activation energy of enzyme desactivation provided by model with published values and the
comparison of model predictions with experimental results of cellular growth and enzyme activity
demonstrate the applicability of the proposed model.

Key-words: Aspergillus niger, agro-industrial waste, enzyme production, solid state fermentation.
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1 - INTRODUCAO

Hoje € realidade constatiavel que a geracdo de residuos e subprodutos € inerente a qualquer
setor produtivo. Com o aumento da conscientiza¢do ecoldgica, iniciado no final do Século XX,
ficou claro que o grande desafio da humanidade para as préximas décadas é equilibrar a producdo
de bens e servigos, crescimento econdmico, igualdade social e sustentabilidade ambiental.

Os setores agro-industriais e de alimentos produzem grandes quantidades de residuos, tanto
liquidos como sdlidos. A observacdo ao longo dos tempos ficou comprovado que esses residuos
podem apresentar elevados problemas de disposi¢cdo final e potencial poluente, além de
representarem, muitas vezes, perdas de biomassa e de nutrientes de alto valor. Ao contrario do que
acontecia no passado, quando residuos eram dispostos em aterros sanitirios ou empregados sem
tratamento para racdo animal ou adubo, atualmente, conceitos de minimizacdo, recuperagao,
aproveitamento de subprodutos e bioconversdo de residuos sdo cada vez mais difundidos e
necessarios para as cadeias agro-industriais.

De uma forma particular, a bioconversdo dos residuos agricolas e da industria de alimentos
estd recebendo crescente atencdo, uma vez que essas matérias representam recursos possiveis e
utilizdveis para a sintese de produtos uteis. Nesse contexto, a fermentacdo em estado sélido
desempenha um papel de destaque no aproveitamento de residuos sélidos, pois, em virtude do
crescimento microbiano, ocorre a sintese de diversos compostos, dos quais muitos apresentam
grande interesse para segmentos industriais, além de elevado valor agregado.

A fermentac@o em estado solido (FES) consiste em uma técnica de crescimento de micro-
organismos sobre e no interior de particulas porosas umidas (suporte ou matriz sélida) na qual o
conteudo de liquido contido na matriz sdlida deve ser mantido em valores de atividade de dgua que
assegure o conveniente crescimento e metabolismo celular, mas que ndo exceda a capacidade
maxima de reten¢do de d4gua na matriz. A matriz s6lida pode ser classificada em duas categorias: 1)
as particulas sdo, a0 mesmo tempo, suporte e substrato (materiais organicos e lignocelulésicos); 2) a
matriz sélida é apenas um suporte e deve ser acrescida de nutrientes (PALMA, 2003).

Generalizar vantagens relacionadas aos processos submersos, ou em estado s6lido, sabendo-
se que cada microrganismo pode melhor se adequar a um ou outro processo, bem como produzir
complexos enzimaticos diferentes € uma tarefa muito dificil. A seguir sdo citadas algumas

caracteristicas da FES quando comparada a fermentag@o submersa (FS).
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> Menores riscos de contaminagao, devido a reduzida umidade do meio;

> Simplicidade no preparo do meio de fermentacdo, pois necessita-se normalmente apenas do
ingrediente principal e de 4gua para umedecer;

> Possibilidade de emprego de residuos abundantes e de custo reduzido como matéria-prima,
especialmente em paises como o Brasil;

> Menor necessidade de espaco;

> O crescimento celular ocorre em condi¢cdes mais proximas aos dos ambientes naturais;

> O meio apresenta alta heterogeneidade e os substratos ndo estdo completamente acessiveis
a0 microrganismo;

> Maiores rendimentos e concentra¢ao mais alta do produto desejado;

> Reduzido consumo de agua.

O processo em estado sdlido apresenta algumas limitagdes, que devem ser consideradas.
Neste contexto, destaca-se a dificuldade de remocao do calor gerado pelo metabolismo microbiano.
Além disto, a heterogeneidade da mistura na FES dificulta o controle do crescimento celular e de
parametros como temperatura, pH, agitacdo, aeracio e concentracdo de nutrientes e produtos, o que
torna complicado controlar e automatizar o processo (PALMA, 2003).

Mundialmente, as atuais linhas de pesquisa em FES sdo o enriquecimento protéico de
residuos agro-industriais, nos quais os micro-organismos selecionados aumentam o teor protéico
desses materiais, de modo a serem utilizados na alimentagdo humana ou animal; a destoxificagcdo de
residuos, por meio da eliminacdo de substincias recalcitrantes que impedem sua aplicacdo
intensiva; e a producdo de compostos de alto valor agregado, como enzimas e diferentes
metabolitos (RAIMBAULT, 1998; PANDEY, 2003).

Diferentes tipos de micro-organismos como bactérias, leveduras e fungos filamentosos
podem crescer em substratos sélidos (AIDOO et al., 1982). Contudo, sdo os fungos filamentosos os
mais adaptaveis a esse tipo de processo, pois sdo capazes de crescerem com pouca dgua € muitos
solidos presentes, além de sua forma de crescimento, por meio de hifas, favorecer a colonizacdo do
meio (DURAND, 2003).

Os substratos para FES sdo, em geral, residuos ou subprodutos da agro-industria (PANDEY,
2003). Farelos, cascas, bagacos e outros sdo materiais considerados vidveis para a
biotransformacgdo. Sdo recursos naturais renovaveis e produzidos em grandes quantidades, o que,

algumas vezes, faz com que se tornem um problema ambiental. Uma das maiores vantagens deste

Christiane Pereira Rocha, 2010.
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método € que, ao invés de produzir apenas uma enzima, permite ao fungo produzir um complexo
natural de enzimas, especifico para os substratos encontrados nos alimentos (RUTZ et al., 2008 ).

A estrutura desses materiais tem como seus principais componentes celulose, hemicelulose,
lignina, amido, pectina e proteinas, o que os caracteriza como materiais extremamente
heterogé€neos, e que servem tanto como fonte de carbono e energia quanto de suporte para o
crescimento microbiano (PANDEY, 2003).

A FES desempenha um papel de destaque no aproveitamento de residuos sélidos, pois, em
virtude do crescimento microbiano, ocorre a sintese de diversos compostos, dos quais muitos
apresentam grande interesse para segmentos industriais, além de elevado valor agregado (PINTO et
al., 2005). Na industria, a técnica de FES € aplicada em alguns segmentos como:

> Industria alimenticia: producdo de enzimas, dcidos orginicos, aromas e outras substincias
de interesse;

> Industria Farmacéutica: um nimero pequeno de antibiéticos € produzido por FES;

> Agro-indudstria: producdo de biopesticidas. A FES ¢é preferida para a producdo de
biopesticidas, pois o rendimento dos esporos fingicos € maior quando comparado com a FS;

> Desintoxicacdo bioldgica: Alguns residuos agro-industriais sdo toxicos, como a casca de
mandioca, e a FES tem sido utilizada para desintoxicar estes residuos.

Dentre os residuos mais utilizados industrialmente pode-se citar os residuos da polpa de café
(OROZCO et al., 2008), abacaxi (IMANDI et al., 2008), trigo (CHENYU et al., 2008), azeite
(VASSILEV et al., 2007) e farelo de trigo e casca de arroz (NIZAMUDDIN et al., 2008).

A escolha do meio de cultura € tdo essencial para o sucesso do processo fermentativo quanto
a escolha do microrganismo. Nem sempre o meio que permite o melhor desenvolvimento do
microrganismo favorece a formacdo dessas enzimas. A produgdo otimizada e os parametros que
afetam a sintese enzimdtica devem ser investigados sempre, pois as condicdes 6timas variam entre
os diferentes micro-organismos, assim como para diferentes enzimas (BRAVO et al., 2000).

Considerando-se o grande potencial do Brasil para a producdo agricola, hd uma grande
geracdo de residuos ou subprodutos agro-industriais. Nesse sentido, a fermentacdo em estado sélido
se apresenta como uma tecnologia capaz de propor caminhos alternativos para os residuos gerados,
diminuindo possiveis problemas ambientais, bem como, de agregar valor a essas matérias-primas,
por meio da producdo de substincias de interesse econdmico, como enzimas, hormonios, acidos
organicos, aromas, pigmentos e agentes de controle bioldgico de pragas, entre outros, € com isso

contribuir para uma maior diversificagdo do agro-negdcio nacional.

Christiane Pereira Rocha, 2010.
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Dentro desse contexto o objetivo geral do trabalho foi avaliar o aproveitamento de residuos
agro-industriais para producdo de enzimas por fermentacio em estado sdlido com Aspergillus niger
e os objetivos especificos foram:

» avaliar o efeito da suplementacao de dgua e indculo na produgdo das enzimas;

» avaliar qual cepa utilizar de Aspergillus niger com base na capacidade de produgdo
enzimdtica e no melhor tempo de fermentagao;

» estudar as caracteristicas cinéticas do crescimento celular em fungdo da temperatura;

» avaliar as diferentes proporcdes dos residuos do processamento de arroz e de maracuja.

Christiane Pereira Rocha, 2010.
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2.1 - Fermentacao em Estado Sélido

O termo fermentacdo em estado sélido (FES), ou fermentacdo semi-sélida, ou fermentagao
em meio semi-s6lido aplica-se ao processo de crescimento de micro-organismos sobre substratos
s6lidos com reduzida quantidade de dgua livre. A dgua presente nesses sistemas encontra-se ligada
a fase sélida, formando uma fina camada na superficie das particulas.

A fermentacdo em meio semi-s6lido vem sendo utilizada desde a antiguidade. O uso do
molho de soja na China é reportado desde 3000 a.C e no Japdo e sudoeste da Asia desde 1000a.C.
(ARAUIJO, 2004).

No final do século XIX, Takamine produziu uma enzima digestiva (takadiastase) por FES
utilizando o fungo Aspergillus oryzae e farelo de trigo como substrato. Este fato despertou o
interesse da industria para a busca de outras aplicacdes deste tipo de fermentacdo (SATO e SUDO,
1999).

A partir de 1940, com o desenvolvimento da fermentacdo submersa para produzir a
penicilina e a enorme importincia deste antibidtico durante a Segunda Guerra Mundial, os
processos de FES foram praticamente abandonados nos paises ocidentais (LONSANE et al., 1985;
PANDEY, 2003). Contudo, entre 1960-1970 a descoberta das micotoxinas, produzidas por
fermentagcdo em estado solido, fez ressurgir o interesse neste tipo de processo (PANDEY, 2003).

As fermentagdes submersas (FS) incluem uma variedade grande de processos microbianos
na qual a biomassa é completamente rodeada pelo meio de cultivo liquido. Murthy e colaboradores
(1993) descreveram que a diferenga entre os dois bioprocessos refere-se a utilizagdo, na FES, do
substrato s6lido tmido, o qual € insolivel em dgua e ndo se encontra suspenso no liquido, ao
contrario da FS, em que se utilizam substratos s6lidos dissolvidos ou submersos no liquido. Gervais
e Molin (2003) relataram que a principal diferenca entre a FS e FES estd na capacidade de mistura
dos sistemas. As FS sdo reacdes de mistura perfeita nas quais, em teoria, cada parte do reator
contém, ao mesmo tempo, a mesma quantidade de micro-organismos, nutrientes e metabélitos. No
entanto, nos cultivos em meio sélido, encontram-se sistemas com alta viscosidade, sendo que, para
se chegar a homogeneidade, seria necessaria excessiva agitacdo, o que levaria a ruptura celular

(PALMA, 2003).
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Pandey e colaboradores (2001) acreditam que a tecnologia de FES ndo deve ser encarada
como uma técnica que substitui a fermentacdo submersa. Na verdade, cada uma destas técnicas
possui suas potencialidades e particularidades. No entanto, existe o consenso da necessidade de
investigacdo continua dos fatores relacionados a FES para permitir que o pleno potencial desta
tecnologia seja utilizado.

Uma das principais caracteristicas da FES € a utilizacdo de substratos com baixa atividade
de dgua, na qual as condi¢des de crescimento aproximam-se do habitat natural de fungos, o que
facilita o crescimento deste no substrato sélido e a produc¢do de grandes quantidades de enzimas. Os
residuos gerados nos processos agro-industriais podem ser usados como substrato para o
crescimento celular. A matéria orginica presente neste material € usada como fonte de energia para
o crescimento e o carbono para a sintese de biomassa celular e dos produtos do metabolismo
microbiano.

A maior diferenca conhecida entre FES e FS é a esporulagio do fungo. E muito ficil de
obter esporos de fungo por FES. A cultura de superficie solida é o ambiente natural dos fungos, o
que torna mais facil de conservar e controlar o ciclo morfoldgico deles por FES, que por FS. Uma
aplicagdo pratica deste fato é o uso de FES como um procedimento apropriado de produzir esporos
para varios tipos de aplicacdes industriais. Por exemplo, produgdo de inéculo de Penicillium
roquefortii para queijos azuis e Camembert, producdo de Beauveria bassiana para uso como
biopesticida e a produgdo de indculo fresco para comecar um novo processo de FES ou FS
(SANTOS, 2007).

Na FES, as enzimas sio produzidas pelos fungos diretamente sobre substratos insoliveis em
dgua, como cereais ou derivados de cereais, na presenga de quantidades varidveis de dgua livre
(MITCHELL e LONSANE, 1992). A Figura 2.1 ilustra o crescimento de um fungo filamentoso em
meio soélido.

Héa 4000 anos, os chineses enfrentaram problemas de limitagdo de proteina e baixa
digestibilidade das matérias-primas, frente a isso, eles desenvolveram um processo chamado “koji”
- ou fermentacdo em estado sélido — no qual o préprio micro-organismo faz a “digestdo”. Este
processo incluiu também uma série de processos microbianos bem conhecidos, como a
compostagem, a producdo de silagem e o cultivo de cogumelos. Além disso, muitos alimentos
consumidos nos EUA, como alguns tipos de queijos e pées, e na Asia, como missd, tempé e shoyu,

s@o produzidos por fermentag@o em estado sélido (ver Tabela 2.1) (RUTZ et al., 2008).

Christiane Pereira Rocha, 2010.
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Figura 2.1 — Representacio do crescimento de fungos em substratos sélidos (HOLKER e LENZ, 2005).
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No processo Koji, o fungo selecionado € inicialmente propagado em meio liquido para
produzir um grande volume de indéculo, o qual é misturado a um meio contendo substrato sélido
pré-esterilizado (fibra) para produzir a mistura conhecida como “koji”. Sob condi¢Ges estritamente
assépticas, o “koji” € entdo distribuido em bandejas e mantido em camaras de fermentacio
ambientalmente controladas. Durante este periodo, o fungo cresce rapidamente e secreta enzimas
que quebram as fibras e liberam os nutrientes necessarios para que possa continuar a crescer. Com a
variacdo das matérias primas, o fungo varia sua resposta com relacio ao produto desejado (RUTZ et
al., 2008). A Tabela 2.1 apresenta alguns alimentos produzidos industrialmente empregando FES.
De todos os pardmetros que influenciam o processo fermentativo, a d4gua apresenta papel de

destaque na FES, em virtude do seu elevado grau de intera¢do com as substancias que compdem a

fase s6lida (GERVAIS e MOLIN, 2003).
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Tabela 2.1 — Alimentos que podem ser obtidos por fermentagcdo em estado sélido a partir de

diferentes residuos e fungos filamentosos.

Produto/Processo Micro-organismos principais Substratos
Enzimas
Pectinases Lentinus enodes Residuos de frutas
Aspergillus carbonarius Farelo de trigo
Aspergillus niger Polpa de café
Hemicelulases Trichoderma longibrachiatum Farelo de trigo
Aspergillus tamarii Farelo de  trigo/sabugo de
milho/Bagaco de cana
Celulases Trichoderma reesei Palha de trigo
Aspergillus niger Casca de maracuja
Amilases Aspergillus niger Farelo de trigo
Aspergillus niger Residuos de cha
Aspergillus niger Farelo de arroz
Proteases Rhizopus oryzae Farelo de trigo
Aspergillus niger Casca de maracuja
Lipases Penicillium restrictum Torta de babacu
Fitase Aspergillus niger Farelo de trigo/Farinha de soja
Tanase Aspergillus niger Farelo de trigo
Invertases Aspergillus niger Farelo de arroz
Substancias organicas
Acido citrico Aspergillus niger Residuos de maca
Aspergillus niger Bagaco de cana
Aspergillus niger Residuos de goiaba
Aspergillus niger Residuos de abacaxi
Acido Giberélico Gibberella fujikoroi Farelo de trigo
Pigmentos Monascus purpureus Arroz
Carotendides Penicillium sp. Sabugo de milho
Enriquecimento proteico Penicillium decumbens Palha de milho
Rhizopus oligosporus Farinha de colza
Biorremediagdo Pleurotus ostreatos Materiais lignocelulésicos
Biopolpacao Pleurotus sp. Farelo de trigo
Fonte: Adaptado de PINTO (2003).
8
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Na FES, a 4gua esta relacionada a dois pardmetros: o primeiro, a umidade, diz respeito a
porcentagem de dgua na massa total do meio; o segundo, a atividade de dgua (Aw), de compreensao
um pouco mais complicada, € um pardmetro termodinamico relacionado ao potencial quimico da
dgua, ou seja, a quantidade de moléculas de dgua disponiveis nas vizinhangas imediatas das
particulas do substrato. Para o entendimento da FES, a umidade tem se mostrado menos elucidativa
que a atividade de dgua, pois esta ultima afeta diretamente o crescimento microbiano e a sintese de
metabdlitos (PINTO et al., 2005).

Assim, os sistemas de cultivo em meio sélido caracterizam-se por serem meios
heterogéneos, em termos de populacdo microbiana e concentrac¢do de soluto. A heterogeneidade dos
substratos ndao diz respeito apenas a variagOes existentes entre diferentes lotes de matéria-prima
utilizada, mas também as variacdes na estrutura quimica de cada uma das moléculas presentes e a
proporcdo entre os diferentes componentes, que podem variar de acordo com a espécie e o tecido
vegetal. Dessa forma, cada substrato, com potencial de uso em FES, deve ser cuidadosamente

avaliado (PINTO et al., 2005, PALMA, 2003).

2.1.1 - Fatores que influenciam a FES

Ha diversos fatores que influenciam a FES. A seguir sdo citados os mais mencionados por
estudiosos e considerados como mais importantes.

As condicdes ambientais como temperatura, pH, atividade de 4gua, nivel de oxigénio e
concentracdo de nutrientes e produtos afetam significativamente o crescimento celular e a formacao
de produto. O baixo conteido de umidade na FES possibilita um pequeno volume de reator por
massa de substrato usado quando comparado com a FS e, também, simplifica a separacdo do
produto. No entanto, existem sérios problemas com respeito a mistura, troca de calor, transferéncia
de oxigénio, controle de umidade, formagdo de gradientes de pH, nutrientes e produtos como
conseqiiéncia da heterogeneidade do sistema (DOELLE et al., 1992).

Segundo Gutierrez Rojas e colaboradores (1998) todos os processos de fermentagdo em
estado so6lido, necessitam das seguintes etapas: selecdo cuidadosa da matéria-prima ou substrato,
escolha de um micro-organismo especifico, controle dos parametros da fermentacdo propriamente
dita, separacdo em alguns casos e a purificacdo dos produtos.

Segundo Del Bianchi e colaboradores, (2001) e Pandey (2002) o controle de determinadas

variaveis se faz necessdrio para a obtencdo de produtos com caracteristicas constantes e uniformes.
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Dessa forma se pode afirmar que a observacao desses fatores e o trato correto em relagdo a cada um

deles com certeza trard um melhor resultado ao processo de fermentacio em estado sélido.

2.1.1.1 - Umidade e atividade de agua (Aw)

O nivel de umidade do substrato é um dos fatores que mais influenciam o processo e varia
de acordo com a natureza do substrato, tipo de produto final e necessidade do micro-organismo. Um
nivel de umidade muito alto resulta em diminui¢do da porosidade, baixa difusdo de oxigénio,
aumento no risco de contaminagao, reducdo no volume de gis e reducdo de troca gasosa. Reduzidos
niveis de umidade levam a um menor grau de crescimento em relagdo ao 6timo e baixo grau de
substrato realmente utilizado (LONSANE et al., 1985).

A 4gua apresenta um papel primordial na FES, pois € a responsavel pela difusdo de solutos,
gases e metabodlitos inibitérios, bem como pela absor¢do celular. Pardmetros cinéticos e
termodindmicos relativos a presenca da dgua em FES devem ser constantemente estudados para a
avaliacdo dos efeitos causados no processo (PANDEY, 2003).

Para cada espécie de micro-organismo utilizado, existe um valor 6timo de umidade do
substrato para o crescimento celular, que pode nao coincidir com o melhor valor para a expressio
do produto que se pretende obter no processo, como por exemplo, enzimas. Esta constatacdo foi
feita por Narahara et al., (1982) que estudaram o efeito da umidade do substrato sobre a atividade
de proteases e amilases produzidas por Aspergillues oryzae. Os autores observaram, que as
atividades especificas diminuiram nos cultivos realizados com o substrato mais imido, condi¢do
que, no entanto, foi favordvel ao crescimento celular. Os autores concluiram que ha um valor de
umidade 6timo para a produgdo de enzimas em substratos s6lidos o qual, ndo necessariamente
coincide com o valor correspondente para a obtencdo da maxima concentracdo celular. Assim, o
controle da umidade do sistema pode aumentar as produtividades enzimdticas nas FES’s. Han,
Gallagher e Wilfred (1987) confirmam esta conclusdo mostrando, em seu trabalho que, a minima
umidade necessdria para o crescimento de Aspergillus ficuum ndo é a mesma para producdo de
fitase, no cultivo em estado sdlido, a partir de grios de cereais e sementes de leguminosas
(PALMA, 2003).

De acordo com Correia (2004), o preparo e a selecdo do substrato devem levar em conta os
niveis de atividade de dgua e umidade ideais. A adicdo de agua ou soluc@o de nutrientes ao meio

pode ser utilizada de forma a alcangar os niveis ideais para o desenvolvimento do cultivo.
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2.1.1.2 - Temperatura e transferéncia de calor

Os processos fermentativos em estado solido caracterizam-se por serem exotérmicos.
Durante a FES grandes quantidades de calor sdo liberadas, sendo estas diretamente proporcionais a
atividade metabdlica do micro-organismo. Em fungos filamentosos, a temperatura influencia
diretamente a germinacdo dos esporos, crescimento e formacgdo de produtos. Praticamente em todas
as FES, a temperatura é um fator critico, devido ao acimulo do calor metabdlico gerado, pois, além
da dificuldade de mistura do meio sélido, a maioria dos substratos utilizados possui baixa
condutividade térmica, o que pode gerar gradientes de temperatura no biorreator (PINTO, 2003).

No inicio da fermentacdo, tanto a temperatura como a concentragdo de oxigé€nio, sdo 0s
mesmos em qualquer ponto do leito. No entanto, com o progresso da fermentacio, o oxigénio se
difunde, permitindo que as rea¢des metabdlicas aconte¢cam, fato que, por sua vez, libera calor, o
qual ndo € facilmente dissipado devido a baixa condutividade térmica do substrato e a dificuldades
na condugdo feita pelo leito da fermentacdo. Sendo assim, sdo formados gradientes de temperatura e
de concentracdo de oxigénio, que podem se tornar excessivos dependendo dos pardmetros de
controle do sistema. Nesse caso podem ser formadas zonas de alta temperatura e baixa concentracio
de oxigénio, que afetam negativamente a produtividade em termos de formacdo de biomassa e
metabolitos desejaveis (PALMA, 2003).

Del Bianchi e colaboradores (2001) apresentam a taxa de produgdo de proteinas por
Aspergillus niger em relagdo a temperatura empregada no processo. Estes autores observaram que a
temperatura de 40°C apresentou menor tempo na fase lag, mas a 35°C obteve maiores valores de
producdo de proteina. Para a temperatura equivalente a 45°C houve uma perda sensivel na eficiéncia

do processo.

2.1.1.3 - pH

Embora o pH seja um fator relevante para a otimizacdo dos processos em estado sélido o
controle e monitoramento deste parametro, durante as FES’s, ndo é facil de ser realizado
(PANDEY, 2003).

Alguns eletrodos t€m sido utilizados para medidas do pH diretamente da superficie do
substrato s6lido, mas a medida na suspensdo aquosa ou no extrato, preparado a partir da amostra

solida, é o procedimento mais comum. Entretanto, a forma da dgua nos substratos s6lidos constitui
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um obstiaculo para a medida do pH. Na maioria dos casos mede-se o pH apds colocar, em
suspensdo, uma parte da amostra sélida em 3 a 4 partes de dgua. Este método permite medir o pH
global, todavia ndo é totalmente representativo dos valores de pH nos micro ambientes, localizados
no filme aquoso, onde se passam, na realidade, as rea¢des bioquimicas. Sendo assim, a
determinacdo exata do pH, em substratos sélidos € feita, com precisdao, somente no inicio e no final
do processo fermentativo (PALMA, 2003).

Como tentativa de amenizar o efeito de uma variacdo brusca do pH, utilizam-se substratos
com boa capacidade tamponante ou a adicdo de solu¢des-tampdo durante a etapa de umidificacio

do substrato (DEL BIANCHI et al., 2001).

2.1.1.4 - Aeracao e transferéncia de oxigénio

Correia (2004) citou que a aeracdo cumpre funcdes bdsicas como: manter condi¢des
aerdbicas; eliminar o di6xido de carbono formado; regular a temperatura do substrato; ajustar o
nivel de umidade.

Os sistemas de FES tém carater heterogéneo e a transferéncia de oxigénio € limitada por um
filme liquido na superficie do substrato. Como ndo existe dgua livre no meio, a drea interfacial e a
pressdo parcial de oxigénio tornam-se fatores cruciais. A transferéncia de oxigé€nio acontece,
fundamentalmente, em duas instincias: transferéncia interparticulas e transferéncia intraparticulas.

Del Bianchi e colaboradores., (2001) relataram que ha diferentes maneiras para se obter uma
movimentacdo do ar por entre o substrato, permitindo assim uma melhor transferéncia de oxigénio,
quer seja pela utilizacdo do material poroso medianamente granulado ou fibroso, pelo uso de
pequena espessura da camada de substrato, pela utilizagdo de bandejas perfuradas ou reatores com
fundo de tela de arame, pela agitacdo do substrato ou ainda pela introducio de ar forcado estéril
dentro do reator.

A Figura 2.2 apresenta um diagrama esquemdtico dos fendmenos microscopicos e
macroscopicos envolvidos em um processo de FES.

A passagem de ar pelo leito permite elevadas taxas de crescimento e produtividade, mas,
pode levar ao desenvolvimento do fendmeno de secagem que faz com que a transferéncia de
nutrientes e metabodlitos sejam lentas ou nulas, que a pressdo osmoética do meio aumente e acelere o
processo de esporulacdo. Para controlar ou minimizar este problema, o ar deve ser saturado em

vapor de dgua ou proximo da saturacio (SANTOS, 2007).
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Figura 2.2 — Fendmenos microscdpicos € macroscopicos envolvidos em um processo de FES
(DALSENTER, 2005)

2.2 — Fungos

Os fungos constituem um grupo de micro-organismo que tem grande interesse pratico e
cientifico para os microbiologistas. Suas manifestacdes sdo familiares: todos ja viram os
crescimentos azuis e verdes em laranjas, limdes e queijos, as coldnias cotonosas, brancas ou
acinzentadas, no pdo e no presunto, os cogumelos dos campos ou nas prateleiras e os chapéus-de-
cobra nas matas. Todas representam vdarios organismos flingicos, morfologicamente muito
diversificados. De um modo geral, os fungos incluem os bolores e as leveduras. A palavra bolor tem
emprego pouco nitido, sendo usada para designar os mofos, as ferrugens e o carvio (doengas de
gramineas) (TEIXEIRA et al., 1999).

Os fungos se apresentam em grande variedade de formas e tamanhos. Os cogumelos, o
fermento bioldgico usado na culindria, a infec¢cdo bucal conhecida como “sapinho”, a “ferrugem”
que ataca as folhas do cafeeiro e o bolor de pdo sdao alguns fungos bem conhecidos do nosso
cotidiano. Estima-se que existam em torno de 1,5 milhdes de espécies de fungos, mas apenas cerca
de 72 mil ja foram descritas. Os fungos vivem em praticamente todos os ambientes, mas

principalmente onde hd matéria orginica em abundincia, ji que, diferentemente das plantas,
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precisam de uma fonte externa de alimento. Nas florestas tropicais, uma simples folha esta sujeita a
invasdo de milhares de esporos de fungos, e estes podem se desenvolver na superficie dos 6rgios
das plantas ou penetrar nos tecidos (OKI e FERNANDES., 2008).

Os fungos s@o organismos eucariontes, uni ou pluricelulares, heterotréficos,
quimiorganotréficos, aer6bios ou microaerdfilos, alguns possuem parede celular constituida de
quitina ou quitina e celulose. Com relagdo a nutricdo, os fungos fazem absorcdo do alimento,
acumulam glicogénio como substancias de reserva e tém forma de vida diversificada indo desde
saprobiontes, comensal, simbiontes e parasitas (TEIXEIRA, 1999).

Os fungos filamentosos microscOpicos sdo predominantemente pluricelulares; apresentam
micélio aéreo, possuem reproducio sexuada e/ou assexuada. Sua estrutura morfoldgica fundamental
€ a hifa, que pode ser uni ou multinucleada, septada ou cenocitica, sendo que o seu conjunto
constitui o que denominamos de micélio. Seus esporos ou conidios, estruturas reprodutivas de
origem sexuada ou assexuada respectivamente, sdo oriundos da especializagdo de seu micélio em
orgaos ou sistemas reprodutivos podendo ser endégeno ou exdgeno (LACAZ, 1992).

Conhecidos vulgarmente como bolores ou mofos, os fungos filamentosos elaboram
numerosos produtos metabdlicos, alguns de grande interesse industrial, tais como: enzimas, dlcoois,
dcidos, pigmentos corantes, polissacarideos, esterdis, substincias antibidticas (penicilina, notatina,
flavicina) e algumas bastantes complexas como a ergotinina (CARVALHO, 1999).

Segundo Conney (1981), o crescimento de um micro-organismo, assim como a formagéo de
um produto, ocorre como resposta as condi¢cdes ambientais, e deste modo € essencial a compreensio
da relacdo que existe entre a regulagdo do metabolismo microbiano e seu ambiente fisico e quimico.

O Brasil é o pais mais rico em biodiversidade de todo o Planeta. Em seu territério
encontram-se 20% do conjunto de plantas, animais e micro-organismos existentes na face da terra.
A enorme e variada biodiversidade brasileira, dividida em seus principais biomas (Amazdnia,
Pantanal, Mata Atlantica, Cerrado, Caatinga, Campos e Florestas Meridionais), acolhe a maior

riqueza do planeta em genes tropicais (DINIZ e FERREIRA, 2000).

2.2.1 — O género do Aspergillus

Trata-se do género mais comum dos fungos filamentosos, além de ser um dos mais bem
estudados. As espécies que compde este género t€m ampla distribuicdo mundial estando presente na

superficie, no ar e na agua, tanto em organismos vegetais bem como em animais, além de estarem
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associadas com a deterioracdo de materiais vegetais e alimentos, principalmente em regides de
clima tropical e sub-tropical. Muitas das espécies de Aspergillus sdo utilizadas para a obtencdo de
enzimas, na biossintese quimica e na transformacio de compostos. Ha espécies patogé€nicas para o
homem, para os animais e ha aquelas que durante seu metabolismo produzem toxinas. A taxonomia
atual reconhece 150 espécies do género Aspergillus, entretanto somente 30 destas sdo bem definidas
e atualmente facilmente distinguiveis (ROSA et al., 2002).

As colonias geralmente tém crescimento rdpido e exuberante, inicialmente sdo brancas,
amarelas, passando para marrom ou para o negro. A coldnia é composta por micélio aéreo com
conidi6foros eretos, densamente distribuidos sobre a superficie do meio e farta produgdo de
conideos (SANTOS, 2007).

As estruturas morfoldgicas sdo caracteristicas importantes para a sua classificacdo. As
espécies pertencentes a este grupo produzem tipicamente o “aspergillum” ou “cabega aspergillar”,
que consiste de uma haste (estipede) asseptado que termina em uma vesicula, sobre a qual nascem
as células conidiogénicas (fidlides e métulas). As fidlides produzem os conideos com diferentes
pigmentacdes e ornamentacdes. Uma cabeca aspergillar simples (uniseriada) é formada por uma
vesicula, total ou parcialmente coberta por uma série de células alongadas (fidlides) que geram os
conideos. Quando se diz que a cabeca aspergillar € bisseriada, € porque, antes da camada de
fidlides, esta apresenta uma camada de células que as geraram, chamadas de métulas. A anatomia da
cabeca aspergillar, forma da estrutura anamorfica que caracteriza o género esta apresentada na
Figura 2.3. A estrutura inteira, incluindo a cabeca aspergillar, a haste (ou estipede) e a célula pé, é

chamada de conidiéforo (SANTOS, 2007).

Figura 2.3 - Morfologia representativa de espécies do género Aspergillus (ROSA et al., 2002).
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A classificacdo e principais caracteristicas do Aspergillus niger sdo apresentadas na Tabela

2.2 a seguir.

Tabela 2.2 - Classificacao e principais caracteristicas do Aspergilluas niger.

Classifica¢io Principais caracteristicas

Reino Fungi

Divisao Eumycota Tipicamente micelial, algumas vezes unicelular

Subdivisdo Deuteromycotina Talo micelial e septado ou unicelular; reproducio
sexual ausente, mas a parasexual pode ocorrer.

Classe Hyphomycetes Formas miceliais estéreis ou produzindo conidios em
hifas separadas ou agregadas na auséncia de
conidiomata

Ordem Moniliales Micélio hialino, contendo conidiéforos livres, que se
projetam do micélio de forma irregular.

Familia Moniliaceae Os conididforos sdo solitdrios livres, que se projetam
do micélio de forma irregular.

Género Asperillus Micélio septado. Conididéforo erecto com terminais
globosos dos quais emergem fidlides com conidios
arredondados unicelulares e de coloracdo negra,
esverdeada ou amarela.

Espécie niger Conidios globulosos de aspecto rugoso, com

equinulacdes verdadeiras, coloragdo negra, medindo

em torno de 4 a 5 um de didmetro.

Fonte: COURI, 1993.

A Tabela 2.3 apresenta a producio de diversas enzimas por Aspergillus niger com aplicagcao

comercial, demonstrando a alta eficiéncia da espécie.
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Tabela 2.3 - Algumas enzimas produzidas por Aspergillus niger com relevancia comercial e suas

aplicagdes.

Classe da Setor da indidstria Aplicacido Referéncia

Enzima

Poligalacturo- Alimentacao Clarificacdo de sucos de fruta Santos e Macedo,

nase Alimentacdo Extracdo de 6leo de azeitona 2008.

Celulase Detergentes Limpesa, clarificagdo Cardoso et al., 2008.
Téxtil Amaciamento de tecidos de algodao

Celulase Detergentes Limpeza, descoloragdo Aguiar et al., 2008.
Téxtil Amaciamento de tecidos de algodao
Papel e celulose Remocao de tintas, modificacdo das fibras

Lactase Farmacéutica Fabricagdo de cdpsulas de lactase Cardoso et al., 2008.
Bebidas Deslactosacao do leite, producio de doces

Invertase Panificagdo Producao de agucar invertido Cardoso et al., 2008.
Saude Higiene bucal

Pectinases Papel Degomagem de fibras Patii e Dayanand,
Alimentacdo Clarificacdo e reducdo de viscosidade 2006.

em sucos de frutas.
Naringinase Bebidas Remoc¢do do amargor do suco citrico Bram e Solomons,
1965

Protease Detergentes Remocdo de manchas de proteinas Paranthaman et al.,
Papel e celulose Remocgao de biofilmes 2009.
Couro Purga do couro

Amilase Detergentes Remocdo de manchas de amido Gupta et al., 2008.
Panificacgdo Aumenta maciez e volume do pao
Bebidas Tratamento de suvoas, cerveja light

Fica nitido apds o descrito anteriormente a importancia do papel dos fungos no processo de

FES.
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2.3 — Substratos

Mais de 90% das enzimas comerciais sdo produzidas por sistemas de fermentacdo liquida
em tanques profundos. Em um meio de cultura, sdo introduzidos nutrientes especificos para
estimular a produ¢do de uma determinada enzima. O material final € posteriormente purificado por
diferentes procedimentos, resultando em um produto em que predomina apenas uma atividade
enzimdtica. Entdo, adiciona-se um veiculo para produzir a forma pé em uma dose adequada e
compativel para uso em dietas animais. Esses produtos sdo usados como enzimas puras ou como
parte de coquetéis enzimdticos (combina¢des de enzimas puras produzidas independentemente e
depois misturadas) (CORREIA, 2004).

Outro método de producdo de enzimas comerciais, diferente do tradicional, € a FES. Neste
processo, as enzimas sdo produzidas pelos fungos diretamente sobre substratos insoldveis em 4dgua,
como cereais ou derivados de cereais, na presenca de quantidades variaveis de dgua livre.

Os residuos agro-industriais sdo os substratos mais pesquisados. Em geral sdo baratos e
abundantes. Além do mais, tém estrutura polimérica e composicdo rica em amido, lignocelulose e
pectina. Estes materiais organicos, em sua maioria insolivel em 4dgua, sdo fontes de carbono e
nitrogénio, atuando como suporte para o crescimento de micro-organismos. Normalmente sio
materiais particulados, e a 4gua presente no meio encontra-se complexada na matriz sélida, a qual
pode ser aproveitada pela cultura microbiana. Bactérias e leveduras crescem na superficie, enquanto
que a estrutura miceliar de fungos filamentosos penetra nas particulas do substrato (CORREIA,
2004).

Atualmente os esforcos concentram-se no emprego de subprodutos agro-industriais como
substrato, buscando obter produtos de alto valor comercial e baixo custo de produgd@o. Os grupos de
pesquisa existente ao redor do mundo tiram proveito de substratos naturalmente abundantes em sua
regido. Vérios residuos agro-industriais podem ser utilizados como substrato, como o bagaco de
laranja, farelo de trigo e de arroz, farelo de soja, polpa de maci, polpa de café, quirela do milho,
bagaco de cana, casca de maracujd, bagaco de abacaxi, pedinculo de caju, etc (CORREIA, 2004).

Na FES o substrato sélido ndo apenas fornece os nutrientes para 0s micro-organismos, mas
também serve de suporte para o crescimento destes (PANDEY, 2002). Aqueles materiais que
fornecem todos os nutrientes necessarios ao crescimento celular sdo considerados substratos ideais.
Entretanto, em muitos casos, alguns nutrientes encontram-se em concentragdes abaixo da minima,

sendo necessdria suplementacido do meio.

18

Christiane Pereira Rocha, 2010.



Capitulo 2 — Revisdo Bibliogrdfica

Geralmente substratos solidos naturais precisam de algum tipo de pré-tratamento para deixar
seus componentes quimicos mais acessiveis e sua estrutura fisica mais suscetivel para penetracio de
micélios. Pré-tratamentos fisicos envolvem a trituragdo ou moagem para reduzir o tamanho das
particulas, tornando-as mais acessiveis. O pré-tratamento quimico com d4cido ou dlcali em
temperaturas altas pode romper barreiras de dentro da particula para difusdo, e também pode ser
importante na hidrdlise de macromoléculas, produzindo nutrientes soliveis (MITCHELL et al.,
2000).

Pode-se também incorporar solu¢des de nutrientes ao substrato sélido, visando adequé-lo
melhor as condi¢des nutricionais do micro-organismo para a fermentacdo desejada, como no caso
de enriquecimento protéico, quando sdo utilizadas fontes de nitrogénio tais como amonia, uréia ou
solugdes sintéticas como o sulfato de amonia.

O tamanho da particula e forma é extremamente importante. Eles afetam a relacdo drea
superficial e o volume da particula, o tamanho e a forma dos espagos vazios entre as particulas
(MITCHELL et al., 2000).

Geralmente, particulas menores do substrato oferecem drea superficial maior para o ataque
microbiano. Porém, uma particula de substrato muito pequena pode resultar em aglomeragdo do
substrato que pode interferir na respiragdo microbiana e pode resultar em pouco crescimento. Ao
contrario, particulas maiores oferecem melhor aeracdo devido aos espacos entre as particulas,
limitam a superficie para ataque microbiano. Isto necessita um tamanho de particula para um
processo particular (PANDEY et al., 1999). Segundo Mitchell et al. (2000), o tamanho Stimo da
particula deve favorecer o acesso aos nutrientes e disponibilizagdo de oxigénio. Particulas com
tamanho menores que 1 mm a 1 cm tem sido freqiientemente usadas em FES.

Menezes et al. (2005), utilizaram residuos de maracuja como suplemento, e farelo de trigo
como suporte e fonte de carbono para produgdo de poligalacturonase em fermentacdo em estado
solido por Aspergillus niger. Os autores estudaram diferentes propor¢des de residuos de maracujé e
farelo de trigo. O residuo de maracujd apresentou potencial de aplicacdo na produgdo de
poligalacturonase por aumentar a atividade de 4,08 U/mL para 5,77 U/mL quando presente no meio
em proporcao de 25% para 75% de farelo de trigo.

Zuiga et al. (2009), avaliaram a produgdo de celulases pelo fungo Aspegillus niger quando
cultivado em fermentag@o semi-sélida com bagaco de cana suplementado com trés diferentes meios

nutricionais complexos. Os maiores valores registrados de produtividade foram para o meio
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denominado Mandels e sdo descritos a seguir: 0,59 U/g de celulase, 43U/g de xilanase e 41 U/g de
endoglicanase.

Castro et al. (a, 2009), estudaram a produgdo de poligalacturonase por Aspergillus niger
CCT 0916 em fermentacdo semi-sdlida utilizando torta de canola como substrato. Para isso,
testaram os pardmetros de cultivo, adicdo de dgua a torta, temperatura de incubacdo e indculo
inicial. As condi¢des de cultivo que favoreceram a sintese de poligalacturonase foram: adi¢do de
100 mL de dgua para cada 100 g de torta de canola, temperatura de incubagdao de 30°C e indculo
inicial de 10’ €Sporos. g'1 com producdo mixima de 19,7 U. g'1 em 72h de fermentacao.

Aguiar et al. (2008), verificaram o efeito total do pH e da temperatura na hidrélise
enzimdtica de bagaco de cana, palha de milho e palha de trigo pré-tratados utilizando as celulases
produzidas pelo fungo Aspergillus niger cultivado em caldo sintético sobre bagaco de cana pré -
tratado. O bagaco de cana pré-tratado apresentou-se bom indutor da atividade enzimética. A palha
de milho apresentou-se mais suscetivel a hidrdlise enzimatica comparada com palha de trigo e
bagaco de cana, submetidas as mesmas condicdes de pré-tratamento alcalino.

Panarotto et al. (2003), fizeram uso de casca de limdo para producdo de exo-
poligalacturonase em fermentagcdo em estado solido por Aspergillus niger. Os autores compararam
o papel indutor do residuo casca de limdo com pectinas citricas comerciais, utilizando farelo de
trigo como suporte e principal fonte de carbono na fermentagdo em estado sélido. A casca de limdo
mostrou melhores atividades (70,5 U/g de matéria seca) do que as pectinas comerciais ( 34,7 e 35,3

U/g de matéria seca).

2.3.1 - Arroz

O arroz representa a base alimentar de mais da metade da populagdo mundial. Os escritos
mais antigos mencionando a sua existéncia foram encontrados na China e na India. Supde-se que
tenha comecado a ser cultivado por volta de 500 a.C. O cultivo do arroz comecgou a espalhar-se a
partir do Sudoeste Asidtico, primeiro até o Japdo e a Pérsia; posteriormente por volta de 1000 d.C.,
até as costas da Africa, e mais tarde até a Europa. Na Planicie do P9, o arroz € cultivado desde o
século XV. Os espanhdis e os portugueses levaram-no para as Américas Central e do Sul apds as
descobertas, possivelmente no principio do século XVI. Na América do Norte, este cereal é

conhecido desde o século XVII (PEREIRA, 2002).
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Com referéncia ao Brasil, foi trazido por colonos portugueses que o semearam no Estado do
Maranhdo, onde se desenvolveu de maneira bastante satisfatéria. No Rio Grande do Sul, Estado que
dispde de modernas técnicas produtivas, somente foi introduzido em 1892 (SOUZA, 2008).

O arroz (Oryza sativa L.) estd incluido no género Oryza, importante familia das gramineas.
O grio de arroz é a semente contida nos seus terminais. A planta pode ter entre 40 cm e 1 m de
altura e o seu crescimento varia entre 3 e 6 meses, dependendo da variedade e das condi¢des do
cultivo.

Segundo Valadares Filho e colaboradores (2006), o arroz possui as caracteristicas listadas a
a seguir e a composi¢cdo demonstrada na Tabela 2.4.

> rico em carboidratos;

> rico em proteinas;

> com aminodcidos considerados indispensdveis, existentes nas proteinas e que lhe conferem
um importante valor bioldgico;

> com porcentagem de sais minerais que, a excecdo de algumas frutas, € o menos
mineralizado de todos os alimentos;

> O amido do arroz é um dos mais faceis de digerir;

» vitaminico;

> pobre em sddio, o que parecendo incoveniente, torna-se muitas vezes uma vantagem;

> pobre em gorduras;

> fraquissimo teor de celulose.

Tabela 2.4 - Composicdo média do arroz.

Proteinas Gorduras Fibras Cinza Carboidratos
(%) (%) (%) (%) (%)
2,70 0,67 42,08 14,25 83,63

Fonte: VALADARES FILHO et al., 2006.

No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento classifica o arroz em dois
grupos gerais: arroz em casca e arroz beneficiado. A producao e beneficiamento do arroz é uma das
atividades mais tecnificadas do setor agricola brasileiro. O beneficiamento apds colheita do arroz

consiste em: secagem, limpeza, descasque, bruni¢do (polimento), classificacdo, selegdo,
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empacotamento e expedi¢do. Alguns engenhos fazem ainda a parboilizagio' dos grios de arroz
(SOUZA, 2008).

A partir do beneficiamento do arroz derivam, além do arroz polido, trés subprodutos: grios
quebrados, farelo e casca de arroz. A casca de arroz, que consiste no principal subproduto da
inddstria arrozeira, responde por cerca de 20% do total de arroz. E um material abrasivo, de baixo
valor nutritivo e, dada a sua reduzida densidade, seu simples armazenamento e eliminacdo
constituem um grave e dispendioso problema. Atualmente, as industrias beneficiadoras de arroz
empregam praticamente todo montante de casca em processos de co-geracdo de energia (DELLA et
al, 2001).

Um grao de arroz pode ser dividido em trés partes principais: casca, pelicula (farelo) e grao
(Figura 2.4). Segundo Hwang e Chandra (1997) a composi¢do quimica da casca de arroz € similar
as fibras organicas (Tabela 2.5), mas varia conforme a espécie cultivada, tipo de solo, fatores

climaticos e fertilizantes empregados.

Tabela 2.5 - Composicdo quimica habitual da casca de arroz.

Celulose Lignina Silica
(%) (%) (%)
50 30 20

Fonte: KAWABATA, 2008.

Casca

Camadas
da farelo

Embrido

Figura 2.4. Esquema dos constituintes do arroz (KAWABATA, 2008).

! A parboilizacdo é um tratamento hidrotérmico que cozinha parcialmente os grios ainda em casca. Este processo faz com que parte

das vitaminas e sais minerais passe do farelo para o interior do grao, aumentando seu valor nutricional (LUDWIG, 2004).
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Em termos mundiais, o Brasil estd entre os 10 principais produtores, sendo superado pelos
seguintes paises, dentre outros: China, India, Indonésia, Bangladesh, Tailandia e Japao.
Aproximadamente 70% desta produgéo é proveniente das regides centrais, envolvendo grande parte
dos Estados de Goias, Mato Grosso, Minas Gerais e regido sul, destacando-se o Rio Grande do Sul
(FAGUERIA e BARBOSA FILHO, 1980).

Segundo o Levantamento Sistematico de Producdo Agricola (IBGE (a), 2009) a produgdo de
arroz no Brasil em 2008 foi superior a 12 milhdes e 100 mil toneladas (em casca), e estima-se que
em 2009 a producdo aumente para 12 milhdes e 600 mil toneladas.

No Brasil, o arroz € cultivado praticamente em todo territdrio nacional (Figura 2.5). Dois
sistemas tradicionais de cultivo sdo adotados na maioria das lavouras no Brasil: de sequeiro e
irrigado. O arroz de sequeiro tem uma plantacdo anual, de acordo com o periodo chuvoso, ja o arroz
irrigado, diferentemente do arroz de sequeiro, ndo sofre o problema de sazonalidade da cultura. Nos
ultimos cinco anos, Roraima tem apresentado um melhor desempenho, aumentando sua
participacdo na producdo da Regido Norte. Esse aumento significativo coloca o Estado como o
terceiro maior produtor da Amazdnia Ocidental (SEPLAN/RR, 2006).

Desta forma, acredita-se, que ndo faltard matéria-prima para a continuidade dos trabalhos de
pesquisa e posterior uso em escala industrial, uma vez que o consumo de arroz pela populagio

mundial € um hébito inquestiondvel e dificilmente serd substituido.

2.3.2 - Maracuja

Origindrio de regides tropicais, 0 maracuja encontra no Brasil condicdes excelentes para seu
cultivo. Maracuja e maracujazeiro sdo designagdes de diferentes espécies da familia Passifloraceae,
todas do género Passiflora (EMBRAPA, 2004).

Cerca de 150 espécies de Passiflora sdo nativas do Brasil, das quais 60 produzem frutos que
podem ser aproveitados direta ou indiretamente como alimento (IBGE (b), 2002).

O maracujd € uma cultura com longo periodo de safra, de 8 meses no Sudeste, de 10 no
Nordeste e 12 meses no Norte do Pais. A espécie mais cultivada é o maracujd-amarelo (Passiflora
edulis f. flavicarpa), por ser mais vigorosa, se adapta melhor aos dias quentes e apresenta frutos de

maior tamanho (EMBRAPA, 2004).
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\Ri,;iiiu Nordeste: 8.8%
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semn escala

Figura 2.5 — Distribui¢o percentual da produgfo de arroz (em casca) por regides brasileiras no ano de

2004, com destaque para os cinco principais estados produtores. Fonte: (IBGE, 2006).

A produgdo brasileira de maracuja supera a de manga, goiaba e mamao papaia, sendo o
Brasil o maior exportador mundial de suco de maracuja (CHAN, 1993; SILVA e MERCADANTE,
2002). A Tabela 2.6 apresenta quantidade produzida, valor da producdo, area plantada e area
colhida da lavoura permanente de maracuja no ano de 2005.

O maracujid amarelo apresenta resisténcia as moléstias e grande produtividade em vdrios
paises de clima tropical. Adapta-se facilmente ao meio ambiente, produzindo fruta com maior
tamanho e, conseqiientemente, maior rendimento de polpa para fabricacdo de sucos, além de

elevada acidez que permite flexibilidade na adi¢do de actcar (ITAL, 1980).
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Tabela 2.6 - Quantidade produzida, valor da producdo, drea plantada e drea colhida da lavoura

permanente de maracujd no ano de 2005.

Brasil, Regiao  Quantidade Valor da Area plantada  Area colhida
Geografica e produzida producao (Mil (Hectare) (Hectare)
Unidade da (Toneladas) reais)
Federacao
Brasil 479.813 309.939 35.856 35.820
Norte 51.077 21.000 5.118 5.104
Nordeste 244.343 161.373 19.553 19.553
Sudeste 151.096 107.291 8.593 8.586
Minas Gerais 44.025 26.554 3.063 3.063
Espirito Santo 51.070 44.038 2.097 2.097
Rio de Janeiro 15.012 10.095 1.052 1.052
Sao Paulo 40.989 26.603 2.381 2.374
Sul 13.714 9.384 1.021 1.021
Centro-Oeste 19.583 10.891 1.571 1.556

Fonte: Modificada de IBGE (2005).

A casca do maracuja ndo deve mais ser considerada como residuo industrial, uma vez que
suas caracteristicas e propriedades funcionais podem ser utilizadas para o desenvolvimento de
novos produtos (MEDINA, 1980). Esta casca constitui cerca de 53% do peso total do fruto,
apresentando, em sua constituicdo quimica, razodveis teores de nutrientes. As sementes € 0 suco
representam 21% e 26%, respectivamente (OLIVEIRA et al., 2002).

Quanto a composicdo de fibras, a casca do maracuja constitui produto vegetal rico em fibra
do tipo soldvel (pectinas e mucilagens), benéfica ao ser humano. Ao contrario da fibra insolivel
(contida no farelo dos cereais) que pode interferir na absor¢do do ferro, a fibra soliivel pode auxiliar
na prevenc¢do de doencas (ROCCO, 1993; BINA, 2004).

A Figura 2.6 apresenta grupos, escalas, classe, defeitos graves e defeitos leves das

diferentes espécies de maracuja.
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GRUPO OU COR DA CASCA

ESCALAS DE CORES CLASSE OU CALIBRE
(maturagao) ‘

1 - PrRGOMINETEmEntE verde, o minimo 30% na corinal 198 7.6 3 8.5 om)

2 - Predominamements na cor final

3 - Totziments na cor final
DEFEITOS GRAVES

Dana protunda

Figura 2.6 - Classificacdo para o maracuja (Frutisséries, 2002).

Otagaki e Matsumoto (1958), analisaram a composi¢do da casca de maracuja amarelo
desidratada (16,8% de umidade) e encontraram valores de 4,6% de proteinas, 0,3% de extrato
etéreo, 25,70% de fibra bruta e 20,00% de pectina (C()RDOVA et al. 2005).

Também determinaram a composi¢do da casca, encontrando em base seca, 8,68% de cinzas,

26,41% de fibra bruta, 1,5% de proteina. Matsuura (2005), caracterizou o albedo do maracuj
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amarelo, os valores encontrados por este autor em base seca foram de 6,8% de proteinas, 1,3% de
lipideos, 7,7% de cinzas, 67,5% de fibra e elevado teor de pectina (27,8%), com baixo grau de
esterificacdo. Abud et al. (2007), visando produzir enzimas pectinases, caracterizou o residuo
desidratado do processamento do maracuji (casca, albedo e sementes), e obtiveram 9,01% de
pectina, 4,41% de cinzas, 47% de fibra, 0,41% de proteina bruta. Oliveira (2007), também
caracterizou a casca do maracuji, obtendo em base umida, aproximadamente 92% de umidade,

0,66% de cinzas, um teor de 1,09% em agucares redutores e 3,1% de pectina.

2.4 - Enzimas

Atualmente, o uso de complexos enzimaticos produzidos naturalmente pelo processo de FES
estd revolucionando o aproveitamento e disponibilidade do alimento balanceado na industria de
alimentacdo animal. Cada vez mais fica comprovado que o uso destes complexos € fundamental
para seguir o conceito evolutivo da industria, que envolve a reducdo de custos e a melhora dos
parametros produtivos dos animais (SANTOS, 2007).

Uma das caracteristicas notdveis das enzimas quando comparadas com catalisadores
quimicos sdo a especificidade pelo substrato e a especificidade em promover somente uma reacio
bioquimica com seu substrato, em condi¢des brandas de reagdo e menores problemas ambientais e
toxicolégicos. Elas sdo divididas em seis grandes classes, baseadas no tipo de reacdo que elas
catalisam. As seis classes representativas das enzimas industriais sdo: oxiredutases, transferases,
hidrolases, liases, isomerases e ligases (SANTOS, 2007).

As enzimas sdo componentes de todos os tipos de células, animal, vegetal e microbiana. Os
organismos superiores foram os primeiros utilizados como fontes de enzimas. O efeito do
amaciamento da carne por mamao (papaina) levou a um expressivo cultivo da planta com propdsito
de produzir a enzima papaina da familia das proteases. Outras enzimas sdo extraidas de 6rgdos
animais, como, tripsina e quimotripsina do pancreas de porco. Essas fontes apresentam algumas
desvantagens tais como: o tecido utilizado na extracdo da enzima pode sofrer limitacdes de
suprimento quando a demanda aumenta, requer cultivos de grandes dreas e estdo sujeitas a
intempéries (COURI, 1993).

Reconhecidamente, as células microbianas sdo importantes produtoras de enzimas,
oferecendo uma série de vantagens: a producdo pode ser aumentada facilmente, apresenta natureza

diversa permitindo a producdo de vérias enzimas, sdo relativamente faceis de serem cultivadas em
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ambiente controlado e sdo altamente sensiveis a alteracdes genéticas, o que permite obtencido de
linhagens melhoradas quanto a producio e qualidade da enzima. O processo fermentativo permite
também a producdo de enzimas com consistente produtividade e menor custo (NOSB, 1999).

Os micro-organismos que produzem enzimas comerciais sdo, na maioria das vezes, fungos
como A. niger, Rhizopus oryzae, Rhizomucor meihei e leveduras como Candida spp e
Saccharomyces spp. Virias pesquisas t€m sido conduzidas com fungos geneticamente modificados
e outros micro-organismos com finalidade de se obter um aumento no rendimento e na estabilidade
das enzimas (NOSB, 1999).

A tecnologia enzimdtica é, hoje, um dos campos mais promissores dentro das novas
tecnologias para sintese de compostos de alto valor agregado. Os processos industriais
biocatalisados apresentam menor impacto ambiental e também menor consumo energético, uma vez
que as enzimas sdo biodegraddveis e sendo altamente especificas minimizam os efeitos
indesejaveis. Além disso, as enzimas podem ser usadas para substituir produtos quimicos como
compostos cdusticos, dcidos e solventes toxicos que agridlem o meio ambiente e provocam o
desgaste de materiais. Muitos tratamentos quimicos s@o realizados em altas temperaturas e pressoes,
utilizando 4cidos fortes ou dlcalis que significam perigo ao ambiente de trabalho e ao meio
ambiente (BON, 2002; MITIDIERI et al., 2002).

O desenvolvimento do processo de producio de enzimas, em escala industrial, de qualidade
satisfatoria e custos que permitam sua comercializacdo, requer um trabalho laborioso, caro e
interdisciplinar. Faz-se necessdrio o conhecimento técnico-econdmico da relagdo entre linhagem, o

meio de producio, o processo de fermentacdo, os métodos de recuperagio e a demanda de mercado.

2.4.1 - Obtencao de enzimas

O processo de producdo industrial de enzimas de origem microbiana pode ser dividido em
duas etapas: processo fermentativo e processo de separagdo e recuperacdo das enzimas a partir da
fermenta¢do (RODARTE, 2005).

O processo fermentativo utilizado industrialmente € realizado baseado em condicdes
otimizadas. A linhagem microbiana deve ser cuidadosamente mantida e estocada e o meio de
cultura utilizado € de grande importincia para a producdo de enzimas. De modo geral, o meio

contém fontes de carbono, fontes de nitrogénio, fatores de crescimento e micronutrientes podendo

utilizar também indutores enzimaticos. A fermentacdo industrial é realizada em fermentadores
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operados de modo descontinuo, mecanicamente agitados com sistemas de aquecimento e
refrigeracdo, além de sensores de pH, temperatura, oxigénio dissolvido e espuma (SANT ANNA
JR., 2001).

O processo de separagdo e recuperacdo das enzimas depende inicialmente do tipo de enzima
de interesse, intracelular ou extracelular. Para as enzimas extracelulares, o processo de recuperacio
tem inicio no liquido fermentado ou, no caso de fermentagdes em meio sélido, no liquido de
extragdo do substrato. Para as enzimas intracelulares é necessdrio aplicar algum método prévio de
ruptura celular a fim de liberar as enzimas. Em todas as etapas de separacdo e recuperacdo das
enzimas € necessario manter condi¢des nao desnaturantes, isto €, condi¢cdes nas quais as enzimas
ndo perderdo atividade. O custo da producdo de enzimas intracelulares € maior que o de enzimas
extracelulares e, como conseqiiéncia, as intracelulares geralmente sdo utilizadas imobilizadas para
que possa realizar a recuperacdo apds o processo. O custo de producdo de enzimas estd associado
ndo s6 ao tipo de excrecdo celular, mas também ao grau de pureza requerido no processo
(PASTORE, 2002).

As enzimas produzidas e secretadas pela célula, ou seja, as exoenzimas, possuem grande
interesse comercial, pois sua extracdo e purificacdo sdo menos onerosas (MARQUART et al.,
2002).

As enzimas microbianas apresentam varias vantagens sobre as enzimas de origem animal ou
de plantas, tais como custos de produgao relativamente baixos, possibilidade de producdo em larga
escala em fermentadores industriais, caracteristicas fisico-quimicas diferentes, geralmente
relacionadas ao hébitat e fisiologia do micro-organismo produtor (por exemplo organismos
termofilicos produtores de enzimas termorresistentes), possibilidade de manipulacdo genética e
representam recurso renovavel. Enzimas com a mesma forma de atuagdo sob o substrato podem
apresentar funcionamento 6timo em pH, temperatura e concentragao idnica diferentes, o que requer

a selecdo de enzimas adequadas as condi¢des nas quais serdo utilizadas (PASTORE, 2002).

2.4.2 - Invertases

Uma das primeiras carboidrases a ser estudada na histdria de enzimonologia foi a invertase.
Em 1828, identificou-se pela primeira vez sua atividade observando-se que a levedura de
panificacdo fermentava a sacarose em meio aquoso. A partir dai, a grande quantidade de

experimentos realizados sobre a invertase favoreceu seu uso como enzima modelo para estudos de
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catdlise enzimatica. No século XX teve inicio a sua comercializa¢do, sendo uma enzima versatil que
pode ser utilizada em diversos processos industriais (VITOLO et al., 2004).

Também conhecida como —D frutofuranosidase, a invertase hidrolisa a ligacdo osidica (tipo
a-p) de carboidratos possuidores de um radical B-fructofuranosil ndo substituido, sendo a sacarose o

substrato preferencial. O mecanismo de reacdo é baseado no esquema mostrado na Figura 2.7.

CH,OH
H O H CHox H H
Brorertace
OH H H OH +HLO ——= OH
-0 H,OH H,OH
H H
sacarose glicose frutose

Figura 2.7 - Mecanismo de reacdo catalisada pela invertase (RUSTIGUEL, 2009).

Esta reagdo catalitica, geralmente ocorre em pH entre 4,6 e 5,0 e temperatura entre 35°C e
50°C, com concentrag@o de substrato da ordem de 120 g/L. Acima desta concentragdo a solugdo de
sacarose tem a viscosidade aumentada reduzindo a atividade enzimdtica na presenca de agua
(VITOLO et al., 2004).

O produto final da hidrélise da sacarose sdo os monossacarideos glicose e frutose, em que a
frutose pode ser utilizada como adogante para diabéticos, além da sua constitui¢do liquida ndo
cristalizavel muito importante para confeitarias (ALBERTO et al., 2004).

Existem diferentes isoformas de invertases que diferem quanto ao seu pH otimo de
atividade, podendo ser 4cidas, neutras e alcalinas. As formas 4cidas tém sido encontradas no
vacuolo, ao passo que as neutras e alcalinas no citoplasma. Estas diferencas ndo estio esclarecidas,
mas parecem estar relacionadas com a entrada da sacarose em diferentes vias de utilizagdo
(STURM e TANG 1999).

Atualmente as invertases estdo incluidas na familia GH32 das glicosidases, na qual sdo
encontrados 370 membros de origem vegetal, fingica e bacteriana. Residuos como aspartato
localizado na regido N-terminal t€m sido responsabilizados pelo mecanismo de reconhecimento
especifico das glicosidases (ALBERTO et al., 2004).

Entre os vegetais as invertases tém sido encontradas em diversos representantes atuando em
diversos processos metabdlicos podendo estar presente algumas isoformas. Sturm e Tang (1999)

conseguiram identificar trés tipos de invertases: invertase dcida soldvel, invertase I e invertase II
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A invertase também influéncia no transporte do floema (conduz carboidrato e outras
moléculas orgénicas das folhas para as outras partes da planta), pois ele transporta grande
quantidade de sacarose que € um Otimo substrato para invertase. Em 6rgéos com descarregamento
apoplastico, € necessario que a sacarose seja mantida em baixas concentragdes para que ocorra uma
chegada continua desses nutrientes as células receptoras. As invertases e os carreadores de agtcares
também podem funcionar como mecanismos de recuperagdo de agicares que se perdem para o
apoplasto (PATRICK, 1997).

O descarregamento apopléstico € o actimulo de agucares soliveis reservado para situacoes
especiais, sendo comum em monocotiledoneas, 6rgdos de reserva que acumulam mono e
dissacarideos ao invés de polimeros, frutos e em sementes em desenvolvimento (PERES, 2006).

Desde sua descoberta em 1828, as invertases vém sendo alvo de intensas investigacdes
principalmente aquelas obtidas a partir de micro-organismos como a levedura Saccharomyces
cerevisiae (SHAFIQ et al., 2002), que é o micro-organismo mais bem caracterizado quanto a
producdo de invertase. Para esta levedura em especial, a invertase apresentou pH 6timo de atividade
entre 3,5 e 6,0, dependendo da concentracio do substrato e dos tampdes utilizados (SIMIONESCU
et al., 1987; WISEMAN e WOODWARD, 1975).

Entre os micro-organismos os fungos filamentosos tém se destacado quanto a produgédo de
enzimas de interesse industrial. Enzimas que possuam alta especificidade e que possam ser usadas
em pequenas quantidades sdo extremamente interessantes sob o ponto de vista biotecnoldgico.
Desta forma, a produgéo de invertases por fungos filamentosos também tem sido investigada como,
por exemplo, em Aspergillus niger (RASHID e SIDDIQUI, 1998), Aspergillus japonicus (CHENG
et al., 2005), Aspergillus ochraceus (GUIMARAES et al., 2007), Rhodotorula glutinis (RUBIO et
al., 2002) e Thermomyces lanuginosus (CHAUDHURI et al., 1999).

Industrialmente as invertases podem ter vérias aplicagdes como, por exemplo, em grandes
confeitarias para hidrolisar a sacarose produzindo moléculas de glicose e frutose (MONTIEL-
GONZALES et al., 2002).

A frutose € muito mais atrativa para prop0sitos industriais que a sacarose, destacando-se sua
constitui¢do liquida e ndo cristalizdvel. Também tem sido empregada no processo de fermentacio
do melago da cana para produgdo de etanol (SHAFIQ et al., 2002; ALBERTO et al., 2004).

As invertases podem ainda ser utilizadas para a produgdo de frutooligossacarideos (FOS)
que sdo agucares ndo metabolizados pelo organismo humano, ndo apresentando valor caldrico

(MOLIS et al., 1996). Sao considerados prebidticos (ingredientes ou grupo de ingredientes
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alimentares que ndo sdo digeridos pelas enzimas digestivas normais, mas que atuam estimulando
seletivamente o crescimento e (ou) a atividade de bactérias benéficas no intestino, cuja agéo final é
melhorar a satde do hospedeiro) promovendo vérios beneficios a satide humana, desde a redugdo de
colesterol sérico até o auxilio na prevencdo de alguns tipos de cancer. Os FOS, principalmente de
origem microbiana da fermentacdo de sacarose, t€ém atraido atencdo especial e s@o importantes
principalmente por suas propriedades funcionais, mais do que pela sua dogura (FERNANDEZ et

al., 2004).
2.4.3 — Proteases

Sdo enzimas que catalisam a reacdo de hidrélise das ligacdes peptidicas de proteinas (RAO
et al, 1998). As proteinas sdo polimeros de aminoécidos unidos por ligacdes peptidicas. A
seqiiéncia destes aminodcidos pode conferir as proteinas atividades metabdlicas especificas. A
seqiiéncia de aminodcidos € determinada pelo genoma da célula. Segundo Campbell (2000), quanto
maior forem as forcas que mantém a estrutura tridimensional das proteinas, mais dificil serd a acdo
das proteases.

Na protedlise de uma ligagdo peptidica, uma molécula de d4gua reage com um grupo carbonil
peptidico e a ligacdo com o grupo amino do aminoécido seguinte € rompida conforme demonstrado

na Figura 2.8.

Ligapdo Pepridica

A

R, O (0] R, O
[1 I T? | Prolease TAI .fP |2 Il
wm—?—c-‘:u—-c—{:m- + H,0 wwN—C—C + +H3N—?—CW
[ 1 | |‘I‘| 0" )

H H H H H
Fragmenio de Peptideo Forgao Carboxilica Poredo Aminica

Figura 2.8 - Representacio esquematica da hidrélise de uma ligacio peptidica catalisada por uma
protease (ADRIANO, 2008).

As proteases t€m importante papel em todos os processos fisioldgicos, indo da quebra geral
de proteina para nutriente a regula¢do da morte celular programada (POZA et al., 2001).
Encontram-se em todos os organismos vivos, uma vez que conduzem fungdes metabdlicas e

essenciais. De maneira geral, as proteases extracelulares catalisam a hidrélise de varias proteinas
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para moléculas menores e serdo subseqiientemente absorvidas pelas células, enquanto as proteases
intracelulares tém importante papel na regulacdo do metabolismo (RAO et al., 1998).

A maior aplicagio de proteases ocorre na industria de detergentes, processamento de carne e
queijo, recuperacdo de prata em filme fotografico, producdo de medicamentos, processamento de
residuos proteindceos, sintese de peptideos (ANDRADE et al., 2002; BARTHIAR et al., 2002;
GERMANO et al., 2003; GHORBEL et al., 2003; LONGO et al., 1999).

As proteases vegetais mais conhecidas sdo a papaina e a bromelina, das quais a papaina tem
longa histéria de uso. Sdo ativas em pH 5,0 a 9,0 e estdveis as temperaturas de 80°C a 90°C. A
performance da enzima depende da fonte da planta, das condi¢des climdticas para o crescimento e
os métodos usados para sua extragdo e purificagdo (RAO et al., 1998).

As proteases de origem animal podem ser utilizadas na inddstria farmac€utica, as mais
empregadas sdo a tripsina e a quimotripsina (NETO, 2001; SAID, 2002) e também na inddstria
alimenticia (RAO et al., 1998). As de origem microbiana sdo preferidas as de origem animal ou de
plantas por possuir todas as caracteristicas desejadas para aplicacdo em biotecnologia (RAO et al.,
1998).

As proteases produzidas por determinado organismo podem inibir a a¢do de outras enzimas,
uma vez que estas s@o proteinas (AZEREDO et al., 2001; RAJMOHAN et al., 2002). Dividem-se
em trés grupos: proteases acidas, neutras e alcalinas. As proteases dcidas possuem atividade em pH
2, 0 a 5,0 e as neutras possuem atividade em pH 6,0 a 9,0. O terceiro grupo, é formado pelas
proteases alcalinas que tem atividade em pH 9,0 a 11,0 (GUERRA, 1991).

A nomenclatura das peptidases é dificil, sua especificidade dificulta a definicdo, que é
dependente da natureza de vdérios residuos de aminoécidos ao redor da ligagdo peptidica serem
hidrolisados e também da conformacdo da cadeia polipeptidica do substrato. Em conseqiiéncia
disso, a classificacdo envolvendo critérios adicionais do mecanismo de catdlise é utilizada. Os
termos protease e proteinase ainda sdo empregados para a capacidade da enzima hidrolisar
peptideos, mas sugere-se que sejam substituidos, respectivamente, por exopeptidases e
endopeptidases, ou simplesmente peptidases (NC-IUBMB, 2005).

Virios grupos de micro-organismos sdo capazes de produzir proteases por processos de
fermenta¢do devido ao seu crescimento rdpido. Micro-organismos também sdo preferidos em
relacdo a plantas e animais, devido a sua facilidade de manipulagdo genética, gerando novas
enzimas com uma caracteristica especifica ou simplesmente para superproducio da enzima (LUNA

et al., 2002; POZA et al., 2001; RAO et al., 1998).
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As proteases microbianas sdo importantes porque elas atuam sobre diversos substratos
especificos, podendo ser usadas em diversas dreas de bioquimica e biotecnologia (BARATA et al.,
2002). As alcalinas comerciais de micro-organismos geralmente t€m atividade maxima em pH
variando de 8,0 a 12,0 (GUPTA et al., 2002; RAO et al., 1998).

As proteases de origem bacteriana sdo muito usadas na inddstria, porém requerem custo
intensivo na metodologia de filtracdo para obter a preparagdo enzimadtica livre do micro-organismo,
enquanto que, nas proteases de origem fingica, o micélio é facilmente removido por filtracdo
(PHADATARE et al., 1993).

As proteases possuem grande aplicagdo em formulagdes para uso hospitalar, devido a sua
capacidade de digerir e dissolver residuos organicos (sangue, fezes, urina, vomitos, suor e outros).
As formulacdes sdo empregadas para higienizar as partes externas e internas de instrumentos
cirirgicos, desobstruirem canais com residuos coagulados, eliminar residuos fecais dos canais e
superficies de fibroscépios, remover contaminantes da rouparia hospitalar (MITIDIERI et al.,
2002).

A protedlise tem grande influéncia no desenvolvimento do sabor e aroma e na textura de
muitas variedades de queijos. Os aminodcidos livres contribuem diretamente, ou como substrato
para outros compostos, que também contribuem para o desenvolvimento do sabor e aroma durante o
processo de maturacdo de queijos (FOX e WALLACE, 1997; KILCAWLEY et al., 2002).

As proteases sdo também empregadas na produgdo industrial de biscoitos como
condicionadores de massa que irdo enfraquecer o gliten, tornando a massa adequada as etapas de
laminagdo, formagdo e cozimento, podendo ser usadas para substituir o bissulfito de sddio
(BRUNO, 1989).

Na panificacdo, também sdo utilizadas para hidrolisar o gliten para a obten¢do de massa
macia. As caracteristicas da massa dependem do estado das proteinas presentes.

Na industria de carne, as proteases sao utilizadas no processo de amaciamento (GERMANO
et al., 2003). As enzimas proteoliticas degradam a estrutura das proteinas, sendo obtidas a partir de
plantas ou micro-organismos (BELITZ e GROSCH, 1999).

As proteases derivadas de plantas, como a bromelina (abacaxi) e a ficina (figo) sdo usadas
na tenderizacdo de carnes. Entretanto, essas enzimas degradam a textura da carne devido a sua
ampla especificidade pelos substratos, conduzindo a um gosto desagradavel devido ao excesso de

tenderizacdo (CRONLUND e WOYCHIK, 1986).
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As proteases estdo envolvidas em processos bioldgicos essenciais, como coagulacdo
sanguinea, morte celular e diferenciacdo de tecidos. Vdrias etapas proteoliticas importantes ocorrem
no mecanismo invasivo de tumores, assim como no ciclo de infec¢do de um grande nimero de
micro-organismos patogénicos. Esses fatores tornam as proteases um alvo quimioterdpico valioso
para o desenvolvimento de novos compostos farmacéuticos (CAMPBELL, 2000; KOELSCH et al.,
2000; VERMELHO et al., 1996; VERMELHO et al., 2002). Como exemplo, podem ser citadas as
pesquisas de inibidores da protease do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), uma vez que esta
enzima € essencial para a producdo de novas particulas virais nas células infectadas (CAMPBELL,

2000).

2.4.4 - Pectinases

As enzimas pectinoliticas, ou pectinases, sdo os catalisadores responsaveis pela pectdlise,
um fendmeno associado a muitos processos bioldgicos que envolvem os vegetais superiores
(ROMBOUTS e PILNIK, 1980).

As pectinases tém como substratos naturais as substancias pécticas, que sdo polissacarideos
muito difundidos na natureza e que, juntamente com outros componentes como amido, celulose,
hemicelulose e lignina, formam o material estrutural da parede celular das plantas (REXOVA-
BENKOVA e MARKOVIC, 1976; WHITAKER, 1984).

Quimicamente, as substincias pécticas sdo heteropolissacarideos ramificados, cuja cadeia
principal € constituida por residuos de acido D-galacturdnico, parcialmente esterificados com
grupos metila, e polimerizados pelas liga¢gdes glicosidicas a-1,4 (ROMBOUTS e PILNIK, 1980).

A estrutura quimica das substancias pécticas esta ilustrada na Figura 2.9.

-,

Figura 2.9 — Estrutura primdria das substincias pécticas (HOUDERT e MULLER, 1991).
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Embora o 4cido D-galacturénico seja o principal constituinte das substancias pécticas,
proporcdes varidveis de outros acucares, tais como D-galactose, L-arabinose, D-xilose, L-ramnose,
L-fucose e tracos de 2-O-metilfucose também podem ser encontrados (JARVIS, 1984; LEITAO et
al., 1995).

As pectinas contribuem para a adesdo entre as células e para a resisténcia mecénica da
parede celular. Além de seu papel importante no crescimento das células, elas estdo envolvidas em
interagdes com agentes patogénicos, € a sua quantidade e natureza sdo determinantes para a textura
de frutos e vegetais em geral, durante o seu crescimento, amadurecimento, armazenamento e

processamento (BRANDAO e ANDRADE, 1999).

Segundo Alkorta e colaboradores (1998), a Sociedade Americana de Quimica classificou as
substéncias pécticas em quatro grupos principais:
» Protopectinas: sdo altamente esterificadas, insoliveis em dgua e por aquecimento, em
presenga de acidos diluidos formam &4cidos pectinicos ou dcidos pécticos;
> Acidos pécticos: cadeias de dcidos D-galacturdnicos livres de metoxilas, em presenca de
dgua formam solugdes coloidais. Os sais de 4cidos pécticos sdo conhecidos como pectatos;
» Acidos pectinicos: substancias coloidais, ndo necessariamente soldveis em d4gua,
constituidas por acidos poligalacturénicos com nidmero significativo de metoxilas na forma
de ésteres. Os sais de acidos pectinicos sdo chamados de pectinatos;
» Pectinas: 4acidos pectinicos soliveis em agua, com grau de esterificagio e grau de
neutralizacdo variavel.
De acordo com Rosenbohm e colaboradores (2003), pectinas com alto grau de metoxilagdo
(maior que 7%) formam gel em meio dcido com adicdo de acticares, constituindo a base de geléias e
conservas de frutas; enquanto as pectinas com baixo grau de metoxilagdo (menor que 7%) formam

2+, Mg2+), e sdo utilizadas na producdo de geléias

gel na presenca de cations divalentes (Ca
especiais para fins dietéticos.

A pectina é um componente da fracdo fibra alimentar, classificada como fibra solivel
devido a sua solubilidade em dgua (TRUSWELL, 1997).

Altos teores de pectina sdao encontrados principalmente nos frutos citricos, em especial no

albedo (BELITZ e GROSCH, 1988).
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Nos processos industriais, as diferentes formas de acio das enzimas pectinoliticas sobre as
substancias pécticas sdo um pardmetro importante para conduzir ao aproveitamento total da
capacidade catalitica destas enzimas.

As enzimas pectinoliticas sdo produzidas principalmente por plantas superiores, fungos
filamentosos, leveduras e bactérias (BRAVO et al., 2000; TEIXEIRA et al., 2000).

Durante meados da década de 30, quando as industrias de frutas comecaram a produzir suco,
o rendimento era baixo e muitas dificuldades foram encontradas para filtrar o suco e se atingir uma
clarificag@o aceitdvel. A partir de entdo, pesquisas utilizando pectinases, celulases e hemicelulases
de micro-organismos (Aspergillus niger e Trichoderma sp.), juntamente com o conhecimento dos
componentes vegetais das frutas, ajudaram a superar estas dificuldades (BHAT, 2000).

Industrialmente, as pectinases apresentam ampla utilizacdo nas industrias de alimentos e
bebidas, a principal aplicacdo dessas enzimas estd na industria de processamento de sucos, sendo
usadas nas etapas de extracdo, clarificacio e concentragdo (MARTIN, 2006).

As vantagens do uso de pectinases em sucos incluem, por exemplo, utilizacdo em sucos
clarificados, nfo clarificados, concentrados, polpas e purés; reducdo do tempo total para extracdo do
suco auxilia na producao de sucos e concentrados estaveis com reducdo de residuos da polpa; custos
de producdo reduzidos e possibilidade de processamento de diferentes frutas (UENOJO e
PASTORE, 2007; KASHYAP et al., 2001).

Na producio de suco de maracuja as enzimas t€m sido adicionadas em uma etapa precedente
a filtracdo, quando ha a hidrélise enzimatica da estrutura vegetal resultando na degradacdo dos
solidos em suspensdo e diminuicdo da viscosidade, assim agiliza-se todo o processo (PAULA et al.,
2004).

A adi¢do de pectinases durante o esmagamento das uvas ou no mosto de vinho melhora a
extragdo do suco e reduz o tempo de clarificagdo. Preparacdes comerciais de pectinases com alta
atividade de pectina liase e baixa atividade de pectina esterase sdo preferidas por minimizarem a
liberagdo de metanol dos dcidos poligalacturdnicos metilados durante a produc¢do de vinho (BHAT,
2000).

Oleos de canola, de coco, semente de girassol e oliva sdo tradicionalmente produzidos por
extragdo com solventes organicos, mais comumente o hexano. A pectinase pode ser usada para
extrair 6leo vegetal em um processo aquoso, liquefazendo os componentes estruturais da parede

celular das sementes que contém o 6leo (KASHYSP et al., 2001).
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Na industria t€xtil, pectinases t&€m sido empregadas na maceracdo do linho e no tratamento

de fibras téxteis brutas, como a juta e o rami (BRAVO et al., 2000).

2.4.5 — Amilases

As amilases comecaram a ser produzidas no comego do século passado em decorréncia do
interesse industrial da producdo de glicose a partir de materiais amildceos. O pesquisador Takamine
desenvolveu o primeiro método para a producdo microbiolégica, em grande escala, da enzima o-
amilase fungica, denominada Takadiastase, citado por Soccol et al. (2005). Desde entdo, as técnicas
e os processos utilizados para este fim foram aprimorados. Dentre as enzimas amiloliticas, a mais
importante € a o-amilase, pois desempenha um papel fundamental na conversdo do amido em
produtos de baixa massa molecular, que podem ser utilizados por outras enzimas do mesmo grupo.

As enzimas amiloliticas compreendem as hidrolases, que hidrolisam as moléculas de amido
em produtos, como dextrinas, e pequenos polimeros compostos por unidades de glicose (GUPTA et
al., 2003).

Conforme o seu modo de acdo, as enzimas amiloliticas podem ser divididas em duas grandes
categorias: as endoamilases e exoamilases. As endoamilases catalisam a hidrélise das ligacoes
glicosidicas do tipo a-1,4, de uma maneira aleatéria, no interior da molécula de amido. Sua acdo
resulta na formag@o de oligossacarideos ramificados e lineares de varios comprimentos de cadeias.
Por outro lado, as exoamilases hidrolisam, sucessivamente, ligacdes glicosidicas a partir da
extremidade ndo redutora das mesmas, resultando em produtos finais pequenos (GUPTA et al.,
2003).

Para a conversao eficiente do amido em compostos de baixa massa molecular, € necessaria
uma acdo coordenada das enzimas citadas anteriormente na Figura 2.10. Algumas dessas enzimas
sdo descritas a seguir em relagdo a sua especificidade:

A Figura 2.10 apresenta um resumo das enzimas que degradam o amido.

38

Christiane Pereira Rocha, 2010.



Capitulo 2 — Revisdo Bibliogrdfica

Endo-o-1,4-Glucanase c-amilase
—— a-1,4-Glucanases
Enzimas Exo-a-1,4-Glucanases| Exomaltohexahidrolase
amiloliticas Exomaltopentahidrelase

Exomaltotetrahidrolase
B-Amilase
Glicoamilase

Isopululanase

a-1,6-Glucanases Endo-o-1,6-Glucanases Pululanase
lsoamilase

Exo-a-1,6-Glucanase Exopululanase

Figura 2.10 - Classificagdo das enzimas amiloliticas (NIGHAM e SINGH, 1995).

As a-amilases (EC 3.2.1.1, a-1,4-D-glicano glicanoidrolase) correspondem a endoamilases,
que atuam ao acaso ao longo da cadeia de amilose e amilopectina hidrolisando as ligagdes a-1,4 e
liberando maltoligossacarideos. Também chamadas de enzimas dextrinizantes, estas enzimas sio
divididas em duas categorias, de acordo com o grau de hidrdlise do substrato: a-amilases
sacarificantes, que hidrolisam 50 a 60% do amido produzindo glicose e maltose, e as liquidificantes,
que quebram cerca de 30 a 40% do substrato produzindo, predominantemente,
maltoligossacarideos, sendo responsdveis pela rdpida reducdo da viscosidade do amido em
comparagdo com as primeiras (DECLERCK et al., 2000).

As B-amilases (EC 3.2.1.2, a-1,4-D-glicano-maltoidrolase) sdo exoenzimas que hidrolisam a
pendltima ligacdo a-1,4, a partir da extremidade ndo redutora da molécula de amilose, separando-a
em duas unidades de glicose, por inversdo, na forma de B-maltose (HARGER, 1982).

Esse tipo de amilase estd distribuido nos tecidos das plantas onde hidrolisa amido em -
maltose, sendo particularmente abundante em soja, trigo e cevada, principalmente durante a
germinacao.

As glicoamilases (EC 3.2.1.3, a-1,4-D-glicano-glicoidrolase) sdo enzimas extracelulares que
rompem as ligacdes a-1,4 e a-1,6 do amido; esta ultima em menor velocidade, a partir da
extremidade néo redutora, levando a producio de glicose (LIN et al, 1998; PANDEY et al., 2005).

Além das fracdes amilose e amilopectina do amido, outras moléculas, como maltose,
dextrinas e glicogénio, sdao hidrolisadas pela enzima. Também chamadas de enzimas de

sacarificagdo, elas sdo capazes de hidrolisar completamente o amido em incubacdes por longos
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periodos. Ocorrem em muitos micro-organismos, principalmente em alguns fungos (Aspergillus,
Rhizopus), bactérias e trato digestivo de mamiferos (CRUZ e CIACCO, 1980).

Na produgdo de amilases por fungos e bactérias, o efeito da fonte de carbono na indugio e
repressdo da enzima é muito importante como fonte de regulagdo da biossintese. Amido e
substancias amildceas t€m sido descritos como os substratos mais adequados para a alta
produtividade de amilases, conforme mencionado por Cherry e colaboradores (2004) e Saxena et al.
(2007), podendo ser aproveitados residuos agricolas ou de processamento de amido, os quais
contém quantidades residuais de amido suficientes para esse fim (HAQ et al., 2003; KUNAMNENI
et al.,, 2005; DJEKRIF-DAKHMOUCHE et al, 2006; KONSOULA e LIAKOPOULOU-
KYRIAKIDES, 2007).

A inducdo e a repressdo catabdlicas s@o os dois fatores principais que controlam a sintese da
amilase em micro-organismos. De acordo com Gancedo (1992), a utilizagdo de glicose e outras
fontes de carbono rapidamente metabolizdveis reprime a expressdo de genes que codificam as
enzimas relacionadas ao metabolismo de outras fontes de carbono.

O maior mercado para a aplicagdo das a-amilases estd na produg@o de amido hidrolisado na
forma de glicose e frutose. O amido é convertido em xarope de milho com alto teor de frutose.
Devido a sua alta propriedade adogante, a glicose e a frutose sdo usadas como adogantes na
industria de refrigerantes. O processo de liquefacdo do amido requer o uso de a-amilase juntamente
com a glicoamilase que necessariamente devem apresentar elevada termoestabilidade. O uso destas
enzimas na liquefacdo do amido tem sido amplamente estudado e comentado (PANDEY et al.,
2000; VAN DER MAAREL et al., 2002).

Na industria de panificacdo, as amilases proporcionam melhor coloracio, volume e textura
do miolo de paes. O emprego dessas enzimas na preparacdo do pao pode retardar o processo de
envelhecimento, mantendo o pdo “fresco” por mais tempo. A o-amilase fiingica confere maior
potencial fermentativo, ja a amiloglicosidase confere melhora do sabor e aroma de paes e também
proporciona crosta com melhor coloragdao (NOVOZYMES, 2005).

Durante a germinagcdo da cevada para a producdo de malte, que constitui um dos
ingredientes para a producdo de cerveja, sdo produzidas enzimas amiloliticas, que s@o importantes
durante a fermentagdo. As amilases degradam as fragdes de amilose e amilopectina do amido em
uma mistura de maltose, maltotriose, maltotetraose, maltopentaose e dextrinas, importantes para a
fermentacdo da cerveja pelas leveduras Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces carlsbergensis

(REED, 1975; WAINWRIGHT, 1995).
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As amilases fungicas, na indistria cervejeira, convertem substratos amildceos a agucares
antes da fermentag@o alcodlica, além de controlarem a turbidez devido ao amido presente e sdo

utilizadas na produgéo de cervejas livres de dextrinas (REED, 1975; WAINWRIGHT, 1995).

2.4.6 — Celulases

A celulose é o biopolimero renovdvel mais abundante do globo terrestre e possui
importancia mundial como matéria-prima industrial e fonte de energia renovavel (TEERI, 1997;
JOSHI e MANSFIELD, 2007).

A celulose ¢ um polimero linear formado por unidades de glicose ligadas entre si por
ligacdes B — 1,4 (Figura 2.11). As cadeias de celulose se encontram organizadas em arranjos
ordenados, formando microfibrilas insoldveis, estabilizadas por ligagdes de hidrogénio entre as
cadeias (IGARASHI et al.,2007). A celobiose, um dimero de glicose, € a unidade repetitiva do
polimero (ARISTIDOU e PENTILLA, 2000).

GLICOSE GLICOSE GLICOSE

Figura 2.11 — Estrutura quimica da celulose (FRANCO, 2009).

As microfibrilas apresentam regides com elevado grau de cristalinidade, apresentando
cadeias de glicana fortemente ligadas em paralelo. Estas regides sdo denominadas regides
cristalinas. A celulose apresenta também regides com menor grau de ordenagdo, denominadas
regides amorfas. Essas propriedades estruturais resultam em uma elevada resisténcia a hidrodlise
acida ou enzimatica (BON et al., 2008).

Diferentemente do amido, um polimero de reserva, a celulose possui papel estrutural,
protegendo a célula vegetal contra a acdo da pressdo osmdtica e estresses mecanicos (BEGUIN e
ALBERT, 1994).

Nos ambientes naturais a celulose é digerida exclusivamente por micro-organismos,

distribuidos entre o grupo das bactérias e dos fungos. A degradacdo microbiana da celulose é
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realizada pela atuacdo de um complexo enzimadtico, as celulases (Figura 2.11). Essas enzimas fazem
parte da familia das glicosil-hidrolases, que hidrolisam oligossacarideos e polissacarideos e
reconhecem as ligagdes B — 1,4 entre as moléculas de glicose (HAICHAR et al., 2007).

O complexo enzimdtico celulolitico consiste de trés classes de enzimas que atuam
sinergisticamente na hidrdlise da celulose: endoglucanases (1,4- B-D-glucanglucanohidrolase),
exoglucanases (exo 1,4-B-D-glucan-celobiohidrolase) e B-Dglucosidases ou celobiases (JUHASZ et
al., 2005).

As endoglucanases (EC 3.2.1.4) sdo as enzimas responsdveis por iniciar a hidrélise da
molécula de celulose. Essas enzimas atuam randomicamente na regido amorfa da cadeia de
celulose, clivando ligagdes f — 1,4 na regido central da molécula e liberando como produto
oligossacarideos de diversos graus de polimerizacdo (DIENES et al., 2004).

A carboximetilcelulose ¢ utilizada como substrato preferencial para a atividade dessas
enzimas (CAO e TAN, 2002).

As exoglucanases ou celobiohidrolases (EC 3.2.1.91) atuam nas extremidades da molécula
de celulose microcristalina, liberando unidades de celobiose (CAO e TAN, 2002).

As celobiohidrolases podem ser de dois tipos: a tipo I, que hidrolisa terminais redutores, e as
do tipo II, que hidrolisa terminais ndo redutores. As celobiohidrolases sofrem inibicdo pelo seu
produto de hidrélise, a celobiose, por isso € de grande importancia a atuacio de outras enzimas do
complexo celulolitico — as § — glucosidases (BON et al., 2008).

As P — glucosidases sdo enzimas que catalisam a hidrdlise da celobiose a glicose, reduzindo
assim a inibi¢@o das endoglucanases e exoglucanases pela presencga deste dimero (PETROVA et al.,
2002).

O uso de residuos e biomassa celuldsica de baixo custo na producgéo de celulases, além de
reduzir bastante o valor gasto com a producdo dessas enzimas, pode também resultar em uma
produtividade equivalente aquela obtida em outras fontes de carbono como a lactose (ADSUL et al.,
2004).

Carboidratos ou seus derivados sdo indutores de grande parte das enzimas celuloliticas, por
isso, a fonte de carbono utilizada € de grande importincia na produgdo de enzimas. Altos
rendimentos de celulases t€ém sido obtidos pela utilizacdo de fontes de carbono contendo celulose
(JUHASZ et al., 2005).

Muitos micro-organismos podem ser cultivados em bagaco de cana de agucar para a

producdo de celulases. O cultivo pode ser realizado por processos de fermentacdo liquida ou
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fermentagdo sélida. Outro exemplo de residuo que tem sido utilizado na producdo de celulases por
micro-organismos é o farelo de trigo. Este residuo é constituido principalmente de amido,
glucuronoarabinoxilanas, celuloses, B-glucanas, proteina e lignina. (PALMAROLA-ADRADOS et
al., 2005).

As celulases possuem ainda grande importancia econdmica, podendo ser aplicadas em uma
ampla variedade de atividades industriais. As principais aplica¢des sdo nas inddstrias alimenticias,
racdo animal, té€xtil, detergente e cervejarias. Outras dreas incluem a inddstria de polpa e papel,
gestao de residuos e industria médico-farmacéutica (BHAT e BHAT, 1997).

As celulases podem ser utilizadas nas inddstrias alimenticias em conjunto com as
hemicelulases e pectinases, na extracdo e clarificagdo de sucos de fruta. Apds o esmagamento das
frutas, essas enzimas sdo utilizadas para aumentar a liquefacdo por meio da degradacdo da fase
solida. As celulases tém sido utilizadas também no processamento de ragdo animal. O tratamento de
silagem com essas enzimas é benéfico, pois aumenta a sua digestibilidade (BEGUIN e AUBERT,
1994).

A utilizacdo de celulases na racdo animal melhora a sua qualidade nutricional e favorece a
digestdo de ruminantes e monogdstricos (BHAT, 2000).

A utilizacdo de celulases na industria téxtil vem aumentando nos tltimos anos e atualmente
estas enzimas correspondem ao terceiro grupo mais utilizado. A principal vantagem do seu uso € a
sua capacidade de modificar as fibras celuldsicas de forma controlada, resultando em um produto de
melhor qualidade (FRANCO, 2009).

As celulases t€m sido utilizadas também na fabricagdo de detergentes, pois sdo capazes de
alterar a estrutura das fibras de celulose. A adi¢@o dessas enzimas nos detergentes facilita a remogao
da sujeira e contribui para a manutenc¢do da maciez, brilho e cor dos tecidos (BHAT, 2000).

Na Tabela 2.7 sdo apresentados os resultados de alguns trabalhos desenvolvidos na produgdo
de invertase, protease, pectinase, amilase e celulase, enfocando o tipo de substrato, o tipo de

fermentagdo, o micro-organismo e a maxima atividade enzimatica obtida.
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Tabela 2.7 - Resumo de trabalhos desenvolvidos para produgdo de enzimas, utilizando tipos diferentes

de fermentagdo, substratos e microrganismos.

Enzima Substrato Tipo de Microrganismo Atividade Referéncia
fermentacio enzimatica
a-amilase Amido Submersa leveduras 1,14 U/mL Scariot et al.,
2009
Amilase Bagaco de Estado sélido Aspergillus 31,78 U/mL Hermann et al.,
laranja e awamori 2003
farelo
de arroz
Pectinases Pectina Submersa leveduras 4,104 U/mL Albuquerque et
al., 2009
Poligalacturo-  Pedunculo Semi-sélida Aspergillus 16,0 U/g Santos, 2007
nases do niger mutante
caju CCT 0916
Proteases Residuos Submersa Bacilus sp 0,388 U/mL Santos et al.,
industriais de 2009
couro
Proteases Amido soluvel  Submersa Lentinus 32,3 U/mL Kirsch et al,
e gelatina citrinus 2009
DPUA 1535
Invertases Farelo de Semi-sélida Alternaria sp. 20 U/mL Sangaletti et al,
trigo 2003.
Celulases Aspergillus 408,20 U/mL Cardoso et al.,
Soro de leite Submersa niger 2008
Invertases 512,36 U/mL
Celulases Bagaco de Submersa Aspergillus 0,322 U/mL Aguiar et al.,
cana niger 2008
Palha 0,536 U/mL
de milho
Palha 0,469 U/mL
de trigo
Celulases Serragem Estado sélido Tricoderma sp. 1,38 U/g Seguenka et al,
de eucalipto E-13 2009
Pectinases Residuos de Semi-solida Aspergillus 253,75 U/g Souza et al.,
maracuja niger mutante 2009
CCT 0916

O processo de FES permite a producdo de complexos enzimdticos tnicos que podem ser
utilizados na inddstria de alimentagdo animal para melhorar o desempenho e reduzir os custos de

producio. Este processo pode ser também a chave para a conversao de fibras em proteinas, uma vez
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que diferentes materiais fibrosos podem ser utilizados como ingredientes de racdo sendo possivel
melhorar sua digestibilidade. A partir deste conceito, as matérias-primas podem ser usadas como
ingredientes de racdo, assim como substratos para o processo de fermentagdo em estado sélido.

Trabalhos rescentes mostram a viabilidade do uso de vérias matérias-primas testadas, de
forma a maximizar a sintese desejada. Varios tipos de residuos agro-industriais ap6s despolpacio,
também, podem ser utilizados na fementacdo em estado sélido (FES). Outras enzimas e substancias,
de interesse de diferentes segmentos industriais, podem ser obtidas por esse tipo de processo, em
fabricas de menor porte, porém de elevado nivel tecnoldgico, com matérias-primas regionais.

Esse fator pode se tornar uma vantagem competitiva, em comparagcdo com empresas que
utilizam a fermentacdo submersa.

O estudo da FES se torna de extrema importincia do ponto de vista social, econdmico e
ambiental, visto que o processo consiste em degradar substincias toxicas perigosas liberadas no

ambiente em substancias menos ou nio toxicas (PINTO et al., 2005).

2.5 — Crescimento celular e geracao de produtos na FES

Uma das grandes dificuldades que se tem na FES é a mudanca de escala, ou seja, a
reproducdo de resultados obtidos em laboratdrio em processos que envolvam reatores de dimensoes
capazes de gerar uma quantidade de produto satisfatéria para produgdo industrial. Parte desta
dificuldade pode ser explicada por fatores como (MITCHELL et al., 1991):

» Complexidade geométrica e ndo distribuicdo homogénea do meio sélido no reator;
» Limitagdes associadas a transferéncia de massa entre a superficie do meio e as células
microbianas;
» Limitagdes associadas a quantificagdo dos gradientes de concentracio ligado a distribuicio
ndo homogénea do material;
» Heterogeneidade estrutural e nutricional dos sub-produtos agro-industriais utilizados como
meio para FES.
Parte desta dificuldade é minimizada pela quantificagdo da fermentagdo por modelos empiricos
e pelo desenvolvimento de modelos fenomenoldgicos, representativos da FES em termos de
parametros termodindmicos, equacgdes descritivas de fendmenos intraparticulas e transformacdes

que ocorrem no interior das préprias células.
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Entre os modelos empiricos de uso comum estdo os modelos de Gompertz e o Logistico, que
descrevem o crescimento ndo associado ao consumo de substrato. O modelo de Gompertz define o
crescimento em termos de quatro parametros que descrevem o aumento logaritmico da populacdo
(parametro A,), a velocidade relativa maxima de crescimento (pardmetro B) e o tempo necessario
para atingir esta velocidade mdxima (pardmetro C), conforme mostra a Equacdo (2.1)

(NAKASHIMA et al., 2000).

IH(XL()):AA exp{—exp[—B*(r—C)]} 2.1

Outro modelo que também descreve um crescimento celular assintético com fase lag e fase de

2

estabilizacdo da massa celular € o modelo logistico. A Equacdo (2.2) representa este modelo

(MARQUES et al., 1981; HAMIDI-ESFAHANI et al., 2007):

In (ij = Ay (2.2)
Xo ) 1+exp(D—B*t)

Sendo A, o parametro que descreve o aumento logaritmico da populacdo, D o parametro
associado ao crescimento celular e B parametro adimensional.

Tanto os pardmetros dos modelos logistico, como os pardmetros do modelo de Gompertz
estdo associados ao tempo da fase lag (t)) e a velocidade maxima de crescimento celular ()

conforme mostra a Tabela 2.8 e a Figura 2.12, sendo e a base de logaritmo.

Tabela 2.8 — Parametros dos modelos logistico e de Gompertz associados ao tempo da fase lag (t;)

e a velocidade maxima de crescimento celular (B).

Logistico Gompertz
A *B A *B
M, === M, =4
4 e
D-2
f, = 5 = M-——

Fonte: (TONG-JIANG et al., 2009; NAKASHIMA et al., 2000)
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Figura 2.12 — Parametros de ajuste dos Modelos Logistico e de Gompertz

O modelo de Okasaki, representado pela Equacio (2.3), é outra forma logistica de descricdo do
crescimento celular com comportamento assintoptico. Neste modelo o parametro p,, ¢ 0 mesmo
descrito anteriormente e o parametro X, representa a maxima concentragcdo celular prevista pelo
crescimento, pois o termo que contém este pardmetro representa a competicdo entre as células

durante o crescimento (TONG et al., 2009; NAKASHIMA et al., 2000).

d—X:,umX 1_L (2.3)
dt X,

O modelo logistico da Equagdo (2.3) pode ser associado ao consumo de substrato pelo
coeficiente estequiométrico de conversdo de substrato em células (Yy;), como mostra a Equacdo

(2.4), que representa o balanco de substrato associado ao crescimento celular.
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ﬁ:—L.@—mx.x 2.4)
dt Y,  dt

x/s

Nesta equacdo Yy € o coeficiente estequiométrico e my representa o consumo de substrato
para manutenc¢do da vida das células.

A Equacgdo (2.5) representa a associacdo da geracdo de produtos ao crescimento celular,
sendo P a concentragdo de produto de interesse, Z; o parametro que representa a geracdo de produto
associada ao crescimento de biomassa e Z, a velocidade especifica de geracdo de produto associada
a manutenc¢do da vida celular, K, (Equacdo 2.6) a constante direta de decomposi¢do do produto do

modelo de ordem n.

d—P:ZI.@+ZZ.X —Ku*PpP" (2.5)
dt dt
-E
k =A .exp| —~ 2.6
u 141{ p( RTJ ( )

O modelo da Equacdo (2.3), tamb\ém conhecido como Okasaki e colaboradores (1980),
pode ser modificado de forma a se tornar um modelo estruturado que descreve
fenomenologicamente a transformacdo de componentes no interior das células. Uma das diferentes
formas que ele pode ser transformado € o modelo de Dalsenter e colaboradores (2005), descrito
pelas equagdes (2.7), (2.8), (2.9) e (2.10) e pela Figura 2.13, que faz este tipo de associacdo. Neste
modelo F representa um componente intracelular que € degradado e sintetizado com velocidades Ky

e K, respectivamente, descritos pela equacio de Arrhenius (Equagdes 2.9 e 2.10).

1704 X
=y *X*F|1-22
dt Fom ( ij @7
ks P # (1= F")~kdF 2.8)
—Es
ks = As *ex
p(R*Tj (2.9)
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-Ed
kd = Ad *ex
p(R*Tj (2.10)

A integragdo do modelo de Dalsenter foi realizada de forma simultanea a determinac¢io dos
pardmetros de forma ndo isotérmica com a consideracdo das quatro temperaturas. Foram
implementados dois programas distintos no software Scilab 5.0.1. Um dos programas utilizou a
funcdo genérica de otimizagdo que avalia os gradientes por diferengas finitas (Ndcost, scilab-5.1.0,
Copyright © 1989-2008. INRIA ENPC.) e o outro programa utilizou o método de Monte Carlo com
1x10° simulagdes seguido de refino do intervalo de escolha dos parimetros (Taha, 2009). Para que
os resultados das diferentes enzimas representassem um conjunto que descreve o mesmo fendmeno
foi feito um ajuste unico dos pardmetros do modelo de crescimento celular sem considerar a
otimizagdo dos pardmetros de crescimento do modelo logistico e os parimetros estruturados para
cada enzima individual.

Sendo X concentracdo celular, p, velocidade maxima de crescimento celular, F
concentracdo adimensional de um componente intracelular, A; e A4 fatores de freqii€ncia da
equacdo de Arrhenius, Eg e E4 energia de ativagcdo das reacdes de sintese e degradacdo de Fe T a

temperatura em Kelvin.
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Figura 2.13 — Pardmetros de ajuste do Modelo de Dalsenter e colaboradores (2005).
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - Preparo do residuo

Como meio de cultivo no processo de fermentacdo em estado sélido para obtencdo das
enzimas invertase, amilase, celulase, pectinase e protease, foram utilizados dois residuos, sendo um
deles residuo de arroz (casca e farelo de arroz misturados na propor¢do de 1 x 1 em v/v) e o outro
casca de maracuja.

O residuo do arroz  (Figura  3.1) foi  gentilmente cedido  pelo
Comercial Alvorada da cidade de Formiga-MG. O farelo e a casca de arroz foram obtidos para
todos os experimentos e armazenados em sacos pldsticos embalados a vacuo, separadamente, sob

refrigerac@o e misturados no preparo das andlises.

Figura 3.1 — Residuo de arroz.

As cascas de maracuja (Figura 3.2) foram gentilmente cedidas pela Trevo Agaricus Produtos
Naturais (Cidade de Formiga-MG). As cascas foram picadas em pedagos de aproximadamente 3 cm
e secas ao sol por 5 dias sob temperatura de 35 + 3°C e em seguida foram trituradas em processador.

O residuo seco foi armazenado em sacos plasticos fechados a vacuo sob refrigeracao.
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Figura 3.2 — Residuo de maracuja ap6s secagem.

3.2 - Cepas de Aspergillus niger a serem empregadas nos experimentos

Nesta etapa da pesquisa utilizou-se, as cepas de Aspergillus niger ATCC 16404, 1057 e
9029 adquiridas da Colecdo de Cultura Tropical da Fundagao André Tosello — Brasil. Os esporos
das linhagens foram preservados em tubos de ensaio com tampas de algoddo envolto em gaze
tampados com papel grosso (Figura 3.3). Estas linhagens foram renovadas por cultivo a cada 15
dias em agar batata glicose (PDA) formado por dgar, glicose e batata nas propor¢des indicadas na
Tabela 3.1. No preparo deste meio a infusdo de batata destinada ao meio foi gerada pela fervura de
200g de batata fatiada em um litro de dgua destilada por uma hora. Estas proporcdes e forma de
preparo sdo indicacdes correspondentes ao meio 129 do Centro de Pesquisas de material bioldgico
da Alemanha (DSMZ) que € um banco de micro-organismos (DSMZ, 2009). Este meio foi

conservado sob refrigeragdo a 5 + 1°C.

Tabela 3.1 — Componentes e devidas propor¢des do agar batata glicose (PDA)

Infusdo de batatas 1000 mL
Glicose 20g
Agar bacterioldgico 15¢g

Fonte: DSMZ, 2009
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Figura 3.3 — Cepas de Asérgilh;s niger

3.3 - Meio de cultura e manutenc¢ao do fungo

Para o preparo do indculo foram utilizados como meio de cultura uma solugdo de dgua de
batata e glicose 20 g/L.. A batata foi cozida por uma hora e descartada, a dgua do cozimento foi
adicionado glicose e homogeneizado, o pH foi ajustado para 5 com tampdo acetato. O meio foi
colocado em erlenmeyers de 250 mL de volume (Figura 3.4). Este foi tampado com tampao de
algodao envolto em gaze e autoclavados a 1,0 atm durante 20 min. Esporos de A. niger, obtidos por
raspagem do meio de manutencio, foram inoculados. O meio inoculado foi deixado em repouso por

48h em temperatura ambiente de 28 + 2°C. O fungo foi manuseado na capela de fluxo laminar.

Figura 3.4 — Meio de cultura e cepas de Aspérgillus niger a serem manuseados na capela de fluxo

laminar
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3.4 - Processo de fermentaciao

Nos testes preliminares as fermentacdes foram realizadas em erlenmeyer de 250 mL de
volume contendo 30 g de material composto por metade de casca de maracujd e a outra metade de
residuo de arroz e autoclavados a 1,0 atm (121°C) durante 20 min (Figura 3.5). Estes residuos foram
hidratados com 30 mL de in6culo a temperatura ambiente de 28 + 2°C e este foi fermentado por 24,
48, 72, 96, 120, 144 e 168 h, sendo que a cada 24h um erlenmeyer foi sacrificado. Testes
subsequentes, também em duplicata, foram realizados a temperatura ambiente de 28 + 2°C, por
96 h, variando a relacdo de massa de residuo de arroz/massa total (A/T), a umidade consistia no
préprio meio de inéculo e concentracdo de indculo (CI) conforme o Delineamento Composto
Central (DCC), descrito no item 3.8.

As amostras foram analisadas determinando-se as atividades de invertase, amilase e celulase

e também o crescimento da biomassa.

Figura 3.5 — Substrato (metade casca de maracuja e metade residuo de arroz) apds autoclavacao.

3.5 - Extracao das enzimas

Com a finalidade de extrair as enzimas, ao final da fermentacdo foi adicionado em cada
erlenmeyer 200 mL de dgua destilada e 4 mL de rwen 80 e agitou-se manualmente com um bastao
de vidro durante 5 min. A extracdao de células e enzimas foi realizada por filtracdo com papel de

filtro qualitativo, marca Quanty, Cinza-007, didmetro de 11 cm.
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3.6 — Quantificacio do crescimento celular

Para determinag@o da concentracdo da suspensdo de esporos das amostras utilizou-se uma
cimara de Neubauer espelhada e um microscépio dptico (Nikon). Considerou-se para contagem 16
quadrados que possuem 25 quadriculas com uma area de 0,0025 mm’ e profundidade de 0,1 mm
para cada quadricula. Com isso temos um volume total de 0,1 mm® = 0,1 pL (Figura 3.6). A Figura

3.7 apresenta uma foto feita pela leitura em cdmara de Neubauer de Aspergillus niger.

AIODmm

Segthcr

B.O0025 awr®

Figura 3.6 - Camara de NeuBauer (BARGA, 2007).

Figura 3.7 - Leitura em camara de Neubauer de Aspergillus niger (foto da autora, 2009).

Para a contagem de esporos, diluiu-se a suspensdo do indéculo e promoveu-se a
homogeniza¢do com uma vigorosa agitacdo. Colocou-se esta solugdo, com o auxilio de uma
micropipeta estéril, entre a cAmara de Neubauer e a laminula, previamente limpas com alcool 70%.

Realizou-se a contagem dos esporos em microscépio Optico utilizando-se um aumento de 400 vezes
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(objetiva de 100 vezes e ocular de 10 vezes) para leitura de 8 campos uniformemente distribuidos
por um dos reticulados da camara e depois repetida para o segundo reticulado. O calculo da
concentracdo de esporos na suspensio foi realizado de acordo com a Eq. (3.1), sendo NE o valor

médio em 5 quadrados e FD o fator de dilui¢io (MADIGAN et al 2004).

= X FDx16
L (3.1

esporos NE
10™*mL

O crescimento celular também foi determinado pelo método de andlise da massa seca
(AOAC 1990). Para tal, 10 mL do caldo extraido da fermentacdo foi centrifugado por 10 min a
temperatura ambiente de 28 + 2°C e 4.000 rpm. A massa foi separada do sobrenadante e colocada
para secagem em estufa a temperatura de 90 + 1°C até peso constante. O cdlculo da concentra¢do
de biomassa na solu¢do por massa seca foi determinado pela Equacdo (3.2) para a concentracdo de

esporos no extrato fermentado e pela Equacédo (3.3) para a concentragao inicial.

Mss 100
X = *Ext*| —
(Vol j ! (Ms) 3.2)

Sendo:

X - quantidade de células em g/ 100 g de substrato

Mss - massa seca em g

Vol - volume da amostra em mL

Ext - volume de extrato do fermentado (volume de dilui¢do do sélido fermentado) em mL

Ms - Massa de substrato em g

Mssi 100
X = *Vino*| —
! ( Vol j (Msj (3.3)

Sendo:

X, - quantidade de células iniciais em g / 100 g de substrato
Mssi - Massa seca do indculo em g

Vol - volume da amostra em mL

Vino - volume de inoculo em mL

Ms - Massa de substrato em g
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3.7 -Testes Preliminares para selecio da cepa de Aspergillus niger a ser utlizada e do melhor

tempo de fermentacao

Testes foram realizados visando selecionar qual o melhor tempo de fermentagdo e a melhor
linhagem de Aspergillus niger para a producdo das enzimas invertase, amilase e celulase. Vale
ressaltar que todos os experimentos foram realizados em duplicata.

As fermentacdes foram realizadas por 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 h para as trés linhagens
de Aspergillus niger ATCC 16404, ATCC 1057 e ATCC 9029, visando determinar o crescimento
da biomassa e as produtividades (atividade enzimdtica/massa de substrato.dia — U/g.dia) e

atividades de invertase, amilase e celulase. Vale ressaltar que a cada 24h um reator foi sacrificado.

3.8 - Planejamento Experimental

Em processos fermentativos, em que cada variavel pode interagir e influenciar no efeito de
outras varidveis, € essencial que seja utilizado um método de otimizacdo que permita detectar as
possiveis interacdes, de modo que um ponto 6timo seja escolhido, nas condi¢des experimentais. Em
qualquer andlise experimental devem-se seguir duas etapas: o planejamento experimental e a analise
estatistica dos dados, esta ultima sendo dependente do tipo de planejamento realizado.

Foi realizado um delineamento composto central (DCC) para cada uma das respostas
estudadas, com o intuito de avaliar a influéncia conjunta das varidveis: relacdo de massa de residuo
de arroz/massa total de substrato (A/T), umidade e concentracdo de indculo. As respostas estudadas
foram: atividade invertdsica, amildsica, celuldsica, pectindsica e protedsica. Esse tipo de
planejamento estatistico estuda os efeitos da interacdo dos parimetros em questdo. Cada varidvel é
estudada em 5 diferentes niveis (-a, -1, 0, 1, +a), cada nivel possui seu respectivo valor nominal. O
parametro o utilizado foi o ortogonal de 1,35313 de modo a se obter um planejamento, no qual a
matriz de varidncia e covariincia é diagonal e os parametros estimados ndo sdo correlacionados
entre si (BOX et al., 1978). As equacdes de codificacdo para A/T (X)), a umidade (X;) e a

concentragdo de indculo (X3) sdo mostradas, respectivamente, nas Equacdes (3.4), (3.5) e (3.6).

(Xo _0’5)
X, =037 (3.4)
X, -30
X2 :% (35)
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(Xo _0’25)
X, =—09 >/
3 0.15 (3.6)

O planejamento experimental foi realizado com o intuito de se estabelecer as condi¢cdes mais
adequadas a sintese da enzima pelo micro-organismo, em meio s6lido, tendo como matérias-primas
residuo de maracujé e residuo de arroz.

Na Tabela 3.2 é apresentada a matriz do delineamento composto central, totalizando 34
experimentos em duplicata. Todos os experimentos foram feitos em duplicata, & temperatura

ambiente de 28 + 2°C por 96h.

Tabela 3.2 — Matriz do DCC utilizada para avaliar a influéncia conjunta das varidveis concentracdo de
in6culo, relacdo massa de residuo de arroz/ (massa total = massa de residuo de arroz + massa de casca

de maracujd) e umidade.

Massa de residuo de

. arroz ()/ Umidade Inoculo
s Massa total (g) (vah()lrnzi?ﬁgc)ado) (valo(flclo(zioif%():ado)
(valor codificado)

1 0,13 (-1) 15 (-1) 0,10 (-1)

2 0,13 (-1) 15 (-1 0,40 (1)

3 0,13(-1) 45 (1) 0,10 (-1)

4 0,13 (-1) 45 (1) 0,40 (1)

5 0,87 (1) 15 (-1 0,10 (-1)

6 0,87 (1) 15 (-1 0,40 (1)

7 0,87 (1) 45 (1) 0,10 (-1)

8 0,87 (1) 45 (1) 0,40 (1)

9 0 (-0)) 30 (0) 0,25 (0)
10 1 (o) 30 (0) 0,25 (0)
11 0,5 (0) 9,69 (-t 0,25 (0)
12 0,5 (0) 50,28 (o) 0,25 (0)
13 0,5 (0) 30 (0) 0,05 (-t
14 0,5 (0) 30 (0) 0,45 (o)
15 (O) 0,5 (0) 30 (0) 0,25 (0)
16 (C) 0,5 (0) 30 (0) 0,25 (0)
17 (C) 0,5 (0) 30 (0) 0,25 (0)

Massa de residuo de arroz/massa total = quantidade de residuo de arroz utilizado /quantidade total de substrato (massa de residuo de
arroz + massa de residuo de maracujd); Umidade = volume de sobrenadante do indculo centrifugado/massa de substrato utilizado no
experimento, Inéculo = concentragdo de micro-organismos (massa seca) . volume de dilui¢do do sélido fermentado/massa de substrato.
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O planejamento fatorial foi analisado utilizando-se software Statistica versdao 7.0 para
obtencdo da regressdo dos dados experimentais e os pontos de maximizagdo foram encontrados pela

implementacdo de um algoritmo no software Scilab 5.0.1.

3.9 - Cinética da fermentacao

Tendo em vista as condicOes estabelecidas nas fermentagdes preliminares, realizadas de
acordo com o planejamento experimental, foi acompanhada a cinética de producdo enzimdtica por
um periodo de 12 dias a temperatura ambiente de 28 + 2°C, e nas temperaturas de 35 + 0,5°C, 40 +
0,5°C e 45 = 0,5°C, sendo realizadas amostragens a cada 24h.

As amostras foram analisadas determinando-se as atividades de invertase, protease,
pectinase, amilase e celulase e também o crescimento da biomassa.

A Figura 3.8 mostra a sequéncia das andlises de determinacdo do meio fermentado para os

testes realizados em erlenmeyers.

‘ Meio Fermentado ‘

|

| Extracao enzimatica |
[

| |

Crescimento Determinacao
:‘lﬂar—l das atividades
Camarade | | Dosagem da invertasica, amilasica,

Neubauer massa seca

celulasica, pectindsica e
proteasica.

Figura 3.8 - Esquema das determinacoes realizadas no meio fermentado.

3.10 - Determinacao de acgiicares redutores

A determinacdo de acucares redutores foi realizada pelo método do 4cido 3,5 —
dinitrosalicilico (MILLER, 1959). O método de DNS baseia-se na reducdo do &acido 3,5-
dinitrosalicilico a dcido 3-amino-5-nitrosalicilico e, a0 mesmo tempo, na oxidac¢io do grupo aldeido

ou cetdnico a grupos carboxilicos, com o desenvolvimento da cor laranja-marrom intenso.
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O método de DNS utiliza os reagentes acido dinitrosalicilico, sal de Rochelle e hidréxido de
sodio, cada uma com uma fun¢do especifica.

A determinacdo da concentragdo de acucares redutores foi feita adicionando 1 mL da
amostra diluida a 2 mL do reagente DNS em Tubos de Folin-Wu e levada para um banho em dgua
fervente por 5 minutos. Apés este tempo, resfriava-se os tubos em banho com dgua em temperatura
ambiente e completava-se o volume a 25 mL com 4gua destilada, os quais eram homogeneizados e

a seguir realizada a leitura da absorbancia.

A calibrag¢do do zero no aparelho foi feita utilizando um teste em branco, em que 1 mL de

dgua destilada substituia a amostra, seguindo o mesmo procedimento.

O método foi previamente padronizado por uma curva de calibracdo de glicose (0,1 a 1,0
mg/mL com intervalos de 0,1 g/L). As leituras foram realizadas a 540 nm em espectrofotometro

Thermo Spectronic modelo Genesys 10 UV, utilizando cubetas de vidro.

Uma unidade de atividade (U) foi definida pela hidrélise de 1 umol/min de substrato. A

atividade especifica foi expressa em U /g, determinada pela Equacdo (3.7).

Coef .angular*1%10°
A= ( (3.7)

)
J*Volr*Ext Dzl*(IOOJ
MM

Vext Ms

Em que:

A - atividade em U/g;

Coef.angular - coeficiente angular da reta de DNS

MM - Massa molecular do acticar em g/L

Volr - volume no reator em mL

Vext - volume de extrato fermentativo diluido colocado no reator em mL
Dil - dilui¢do do extrato bruto

Ext - volume de extrato do fermentado em mL

Ms - Massa total de substrato em g
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3.11 - Determinacao das atividades invertasica, pectinasica, amilasica e celulasica.

A determinacdo da atividade enzimética sobre sacarose, dcido poligalacturénico, amido
solivel e carboximetil celulose foi realizada pela quantificacdo dos agucares redutores formados
durante a incubagdo do extrato fermentativo (caldo fermentado) com o substrato (sacarose a 1%,

dcido poligalacturdnico 0,1%, amido solivel 1% e carboximetil celulose a 0,5%, respectivamente).

Nos experimentos foi utilizado um microrreator de mistura, com volume total de 200 mL,
com camisa externa para circulacdo de dgua (Figura 3.9) proveniente de um banho termostatizado
da marca Solab (Figura 3.10) para controle de temperatura e acoplado a agitador magnético Ika
labortechnik RCT basic foi utilizado nos experimentos. O volume reacional foi de 25 mL.

A Figura (3.11) ilustra a unidade experimental empregada.

Figura 3.9 - Microrreator de mistura com camisa acoplado a agitador magnético.

A mistura da reagdo, constituida de 20 mL de solug¢do do substrato em questdo e 5 mL de
extrato da fermentagdo diluido, foi incubada a 35°C e agitado por 15 min. Aliquotas de 1 mL foram

tiradas nos tempos 0, 5, 10 e 15 min.

Figura 3.10 - Banho termostatizado empregado.
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Figura 3.11 — Foto unidade experimental (a), esquema da unidade experimental (b): (1) microrreator

com camisa externa, (2) agitador magnético, (3) tubos de Folin-Wu, (4) banho de dgua fervente, (5)
banho de dgua fria (6) espectrofotdometro, (7) cubeta, (8) tubo de Folin-Wu com solugdo de reacao

diluida e (9) banho termostatico.

3.12 - Determinacao da atividade proteolitica

Para determinacdo da atividade das enzimas proteoliticas foi utilizado o método descrito por
Singh et al. (2004), o qual baseia-se na formacao de derivados corados em meio alcalino, a partir da
digestdo de uma solucdo de azoproteina.

A atividade proteolitica foi avaliada espectrofotometricamente (440 nm) como sendo a
velocidade de hidrdlise de azocaseina em solucdo tampdo citrato-fosfato pH 5,0 com 1% de
substrato. Neste método foi utilizado a propor¢ao de 1,5 mL de substrato (solugcdo de azocaseina)
para 0,5 mL de extrato fermentativo a 37°C e 2 horas de tempo de reacdo. A finalizacio da reacgio
foi realizada com a adi¢do de 0,7 mL de 4cido tricloroacético a 10% (SINGH et al 2004). A
atividade em protease foi expressa em U/g de sdlidos, sendo U definido pela hidrélise associada a
geracdo de 1 unidade de absorbdncia na hidrdlise do reativo cromogénico, azocaseina, por minuto,

determinado pela Equacao (3.8).

A=| Abs * Dil, * Dil * Dil, *Ext*(@j (3.8)
U, *t Ms

61

Christiane Pereira Rocha, 2010.



Capitulo 3 — Material e Métodos

Sendo:

A - atividade em U/g;

Abs - resultado da andlise em absorbancia

U1 - 0,01 unidade de absorbancia.

t - tempo de reacdo em h

Dil, — Diluicao para corre¢do do volume adicionado de reagente
Dil - Dilui¢do do extrato bruto

Dil; - Diluicao para leitura

Ext - volume de extrato do fermentado em mL

Ms - Massa de substrato em g

Para cada amostra foi feito um branco substituindo 0,5 mL de extrato fermentativo por 0,5

mL de dgua destilada.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 — Caracterizacao dos residuos secos

A producdo das enzimas invertase, amilase, celulase, pectinase e protease € induzida pela
presencga de nutrientes no substrato. Assim, a caracteriza¢do dos residuos secos de arroz e maracuja
visou conhecer a composicdo dos residuos com relagio ao conteido de nutrientes, que sio
importantes na sintese das enzimas. A Tabela 4.1 apresenta os resultados da caracterizacdo do
substrato, feita por SENAI - Servigo Nacional de aprendizagem Industrial. No anexo 1 encontram-

se as cOpias das tabelas com os resultados enviados pelo SENAL

Tabela 4.1 — Caracteriza¢do quimica da mistura dos substratos (50%

de casca de maracuja e 50% de residuo de arroz)

Parametros analisados Valor (%)
Proteinas 8,58
Cinzas 8,94
Gorduras totais 8,03
Carboidratos 64,78
Umidade 9,67

Com base nos valores obtidos pode-se considerar que a mistura dos residuos de arroz e
maracuja € um meio rico em nutrientes e, portanto, possa constituir-se em um substrato adequado a

fermentacgao.

4.2 — Estudos preliminares para selecao da cepa de Aspergillus niger

A primeira etapa do trabalho refere-se a realizacdo de experimentos para avaliar cepas de
Aspergillus niger ATCC 16404, 1057 e 9029 com base na capacidade de producdo das enzimas
invertase, amilase e celulase e no melhor tempo de fermentacdo em termos de produtividade e
aumento de atividade. Vale ressaltar, que tais experimentos foram feitos em condi¢des sem

otimizag¢do das varidveis do processo.
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Nas Figuras 4.1 (a, b e ¢) estdo apresentados os resultados das atividades para as cepas

estudadas de Aspergillus niger.

(a) (b)
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E-
1207
m 16404 " : }g;g'
1001 = 1057 m 9029
9029 &
= &
3" 801 S 5
@ @
3 601 w4
: ]
= E 31
T 407 <
= 2-
20‘ 1

tempo(dia) tempoidia)
(c)
6
B 16404
> W 1057
9025
.l_.
o 31
o
=
3
© 2]
L8]
1-
WL

tempo (dia)

Figura 4.1 - Atividade das enzimas invertase (a), amilase (b) e celulase (c), em fun¢do do tempo,

empregando as linhagens de Aspergillus niger ATCC 16404, 1057 e 9029.

Nota-se nas Figuras 4.1 (a, b e ¢) que as trés cepas estudadas de Aspergillus niger produzem
as enzimas de interesse e nota-se também que a cepa ATCC 16404 produziu, em maior escala,
invertase para todos os dias de fermentagdo, amilase até o quinta dia de fermentacéo e celulase até o

quarto dia de fermentacio.
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As Figuras 4.2 (a, b e c) representam os valores de produtividade das cepas ATCC 16404,
1057 e 9029 de Aspergillus niger.
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Figura 4.2 - Produtividade das enzimas invertase, amilase e celulase em fun¢do do tempo, empregando as

linhagens de Aspergillus niger ATCC 16404 (a), 1057 (b) e 9029 (c).

Observando as Figuras 4.2 (a, b e c) e a Tabela 4.2 nota-se claramente que a cepa ATCC
16404 produz uma quantidade muito maior da enzima invertase e um pouco maior das enzimas
amilase e celulase. Nota-se também que para a cepa ATCC 16404, maior produtora de enzimas

avaliadas, apds o quarto dia de fermentacdo ha um decréscimo na produtividade.
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Tabela 4.2 - Produtividade das enzimas invertase, amilase e celulase em fun¢@o do tempo,

empregando as linhagens de Aspergillus niger ATCC 16404, 1057 e 9029.

Tempo ATCC 16404 ATCC 1057 ATCC 9029
dia Inverta- Amilase Celulase | Inverta- Amilase Celulase | Inverta- Amilase Celulase
se se se
U/g/dia U/g/dia U/g/dia
1 6,02 2,3 2,2 4,7 1,4 0,5 3,1 0,1 1,2
2 24,3 1,8 1,5 8,9 1,4 0,8 6,1 0,5 1,1
3 24,9 1,6 1,3 7,1 1,2 0,9 8,2 0,6 1,1
4 23,9 1,4 1,1 8,3 1,1 0,8 9,7 0,7 1,1
5 21,5 1,2 0,9 7,5 1,1 0,9 11,8 0,8 1,0
6 18,1 1,0 0,8 7,0 1,2 0,9 11,6 1,1 0,9
7 17,2 0,8 0,7 7,3 1,0 0,7 11,1 1,1 0,8

As Figuras 4.3, 4.4 e 4.5 representam os perfis de crescimento das cepas ATCC 16404, 1057

e 9029 com o respectivo ajuste do crescimento ao modelo logistico. A Tabela 4.3 apresenta os

parametros deste modelo sendo A, o pardmetro que descreve o aumento logaritmico da populacio,

B pardmetro adimensional, D o pardmetro associado ao crescimento celular e SQD a Soma dos

Quadrados dos Desvios. Pelas Figuras 4.3, 4.4 e 4.5 observa-se que ndo ha esgotamento do

substrato ou geracdo de produtos capazes de inibir o crescimento durante o tempo de fermentagcao

(Além disto, verifica-se que o modelo logistico descreveu adequadamente o crescimento celular. Os

parametros do modelo fornecem que o tempo da fase lag € desprezivel para cepa ATCC 16404 e

foram de aproximadamente 40h e 14h, respectivamente, para as cepas ATCC 1057 e 9029 o que

sugere que embora as trés cepas estejam bem adaptadas ao meio a cepa ATCC 16404, pelo menor

tempo da fase lag, é a que se encontra mais adaptada ao meio.
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Figura 4.3 - Curva de crescimento de Aspergillus niger ATCC 16404 em ntimero de células por 100
g de substrato em fun¢do do tempo. A linha continua representa o ajuste do modelo Logistico aos

dados experimentais.
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Figura 4.4 - Curva de crescimento de Aspergillus niger ATCC 1057 em nimero de células por 100 g
de substrato em funcdo do tempo. A linha continua representa o ajuste do modelo Logistico aos

dados experimentais.
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Figura 4.5 - Curva de crescimento de Aspergillus niger ATCC 9029 em nimero de células por 100 g
de substrato em funcdo do tempo. A linha continua representa o ajuste do modelo Logistico aos

dados experimentais. 67
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Tabela 4.3 - Parametros de ajuste do crescimento ao modelo Logistico — Equacao (2.2).

Parametros Cepa ATCC 16404 Cepa ATCC 1057 Cepa ATCC 9029
A A (adimensional) 19,9563 £ 6,87 10,7659 £ 1,504 16,1058 £ 3,785

B (dia ™) 0,63535 +0,2457 1,33156 + 00,4718 0,798265 £ 0,3165
D (adimensional) 1,57733 £ 1,11 5,58511 + 1,976 3,28326 + 1,304
SQD 0,935715 1,98558 1,94522

Foi necessario escolher uma entre as trés cepas disponiveis, pois a presente dissertacio
envolveu uma grande quantidade de ensaios associados a andlise simultinea da atividade de cinco
enzimas associadas a influéncia de cinco varidveis de processso (temperatura, tempo de
fermentagdo, propor¢ao de residuos, umidade e quantidade de indculo). A cepa ATCC 16404 foi a
escolhida pelo fato da mesma apresentar maiores atividades e produtividade para as trés das

enzimas estudadas nos ensaios iniciais do presente trabalho.

4.3 - Otimizacao da producao das enzimas: invertase, amilase, celulase, pectinase e protease.

Para o estudo de otimizag@o da producgdo das enzimas invertase, amilase, celulase, pectinase
e protease, realizou-se um Delineamento Composto Central (DCC) para cada uma das respostas
obtidas, para que os principais efeitos das varidveis massa de residuo de arroz/ massa total de
substrato, umidade e concentracdo de in6culo pudessem ser avaliados.

A Tabela 4.4 apresenta a matriz do DCC com os valores reais, codificados e as respostas
para a atividade da invertase. Pode-se notar que os resultados para atividade invertdsica variaram
entre 5,88 e 108,82 U/g, sendo que os maiores valores obtidos foram no ponto central
(experimentos 15, 16 e 17). Analisando os resultados da Tabela 4.4 nota-se que quando se utilizou
apenas residuo de arroz (experimento 10) a atividade foi um dos maiores valores obtidos.
Comparando os resultados dos experimentos 1 € 5; 2 e 6; 3 e 7; 4 e 8, verifica-se que maior
concentracdo de residuo de arroz promove maior producdo de invertase pelo Aspergillus niger.
Comportamento semelhante foi observado para a concentragcdo de in6culo (experimentos 1 e 2; 3 e
4;5e6;7e8; 13 e 14). De forma mais suave verifica-se que maiores resultados de atividade foram

obtidos para maiores valores de umidade (experimentos 1 e 3;2e4;5e7;6¢e8; 11 e 12).
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Tabela 4.4 - Matriz do DCC para a atividade invertasica.

Massa de residuo de Cond. De
Experimentos arroz (g)/ Massa Umidade inéculo  Invertase (U/g)
(mL/30 g)
Total(g) (g/100 g)
1 0,13 (-1) 15 (-1) 0,10 (-1) 5,88 £0,3
2 0,13 (-1) 15 (-1) 0,40 (1) 23,51+£1,0
3 0,13 (-1) 45 (1) 0,10 (-1) 17,71 £0,8
4 0,13 (-1) 45 (1) 0,40 (1) 2927 +1,2
5 0,87 (1) 15 (-1) 0,10 (-1) 41,05+ 1,6
6 0,87 (1) 15 (-1) 0,40 (1) 58,71 +1,9
7 0,87 (1) 45 (1) 0,10 (-1) 49,17+ 1,7
8 0,87 (1) 45 (1) 0,40 (1) 66,73 £2,0
9 0 (-o) 30 (0) 0,25 (0) 55,06 £ 1,6
10 1 () 30 (0) 0,25 (0) 103,20 £ 3,0
11 0,5 (0) 9,69(-a) 0,25 (0) 28,10 £ 1,1
12 0,5 (0) 50,28 (o) 0,25 (0) 65,55+ 1,8
13 0,5 (0) 30 (0) 0,05 (-o) 90,20 £2,0
14 0,5 (0) 30 (0) 0,45(cr) 103,63 £2,8
15 (O) 0,5 (0) 30 (0) 0,25 (0) 106,70 £2,9
16 (O) 0,5 (0) 30 (0) 0,25 (0) 108,82 +3,1
17 (C) 0,5 (0) 30 (0) 0,25 (0) 107,87 £3,0

Massa de residuo de arroz/massa total = quantidade de residuo de arroz utilizado /quantidade total de substrato (massa de residuo
de arroz + massa de residuo de maracujd); Umidade = volume de sobrenadante do indculo centrifugado/massa de substrato
utilizado no experimento, Inéculo = concentragdo de micro-organismos (massa seca) . volume de diluicdo do sdlido
fermentado/massa de substrato.

Com os resultados experimentais de atividade enzimatica em fun¢do da relagdo massa de
residuo de arroz/massa total (X;), umidade (X;) e concentracdo de in6culo (X3) realizou-se uma
regressdo multipla e analisou os valores de p encontrados pelo teste ¢- Student. Estdo representados
na Tabela 4.5 os parametros lineares (L), as interacdes e os termos quadriticos (Q) das trés
variaveis estudadas. Os valores em destaque na Tabela 4.5, representam os coeficientes de regressao
das varidveis e suas interagdes com niveis de significancia (p) inferiores a 10% para a atividade da

invertase.
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Tabela 4.5 - Coeficientes de regressdo para a resposta invertase.

Coeficientes
de Desvio p — valor
regressao

Média 112,722 4,974 0,000000
X; (L) 17,530 2,806 0,000426
X1 (Q) -21,798 3,701 0,000606
X, (L) 7,238 2,806 0,036532
X, (Q) -39,442 3,701 0,000014
X3 (L) 7,081 2,806 0,039625
X;3(Q) 12,085 3,701 0,013769
X Xz -0,181 3,388 0,958836
X1 X3 0,754 3,388 0,830319
X5 X3 -0,771 3,388 0,826456

A Equacgao (4.1) apresenta os pardmetros significativos e nao significativos para a resposta
atividade invertdsica. Apds a eliminagdo dos parametros nao significativos com nivel de
significancia (p) inferior a 10%, no teste t de Student, foi obtida a Equacio (4.2) e o coeficiente de
correlacao (R?) foi de 0,97.

Este valor de R? indica que os resultados foram explicados pela equacio empirica proposta

com 97% da variabilidade dos dados.

Atividade da Invertase (U/g) = 112,72 + 17,53X,- 21,80X,” +7,24 X, - 39,44 X, +7,08X3-12,08
X57-0,18X,X, +0,75X X3 -0,77XXs @1

Atividade da Invertase (U/g) = 112,72 + 17,53X,— 21,80X,” +7,24 X, — 39,44 X," +7,08X3-12,08
X5* (4.2)
Observa-se pela Equacdo 4.2, que a atividade invertasica foi influenciada positivamente por
todas as varidveis isoladas X;, X, e X3. Os sinais positivos das varidveis X;, X, e X3 mostram que a
atividade desta enzima aumenta com o aumento da concentracdo de residuo de arroz, da umidade e

da concentragdo de indculo, e isto pode ser verificado conforme discutido anteriormente.

70

Christiane Pereira Rocha, 2010.



Capitulo 4 — Resultados e Discussdo

De acordo com o Diagrama de Pareto apresentado na Figura 4.6, para a atividade da
invertase, todos os efeitos sdo estatisticamente significativos para o nivel de confianca de 95%.
Observa-se que a massa de residuo de arroz/ massa total, a umidade e a concentragdo de indéculo

influenciam positivamente na produgdo de invertase.

el L

.
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(3)X3(L) 2993612

Figura 4.6 — Grafico de Pareto dos efeitos principais e interagcdes massa de residuo de arroz/

massa total, umidade e concentracdo de indculo para a atividade invertdsica.

A Figura 4.7 mostra a distribuicdo dos residuos em torno do zero (a) e a representacdo dos

valores previstos em fungdo dos valores experimentais (b).
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Figura 4.7 — Distribuicdo dos residuos em torno da reta que indica normalidade para a resposta de
atividade invertdsica (a) e Valores experimentais em funcio dos valores previstos pelo modelo para a

resposta de atividade invertasica. (b).
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Observando a Figura (4.7 a), verifica-se que a distribuicdo dos residuos comportou-se
aleatoriamente em torno do zero, ndo apresentando nenhuma tendéncia quanto a distribuicdo. Na
Figura (4.7 b), nota-se que as respostas experimentais obtidas para atividade enzimdtica
apresentaram valores préximos aos fornecidos pela equacdo empirica.

Para ilustrar os efeitos das varidveis na atividade invertdsica, sdo apresentadas as curvas de
contorno na Figura 4.8 (a, b e c). Estas figuras mostram a regido de otimizacdo das varidveis na
forma real, duas a duas, em relacio a resposta atividade invertdsica.

Verifica-se, que as regides de otimizacdo (em vermelho escuro), mostradas nas Figuras 4.8
(a, b e c¢), apresentaram as seguintes faixas de propor¢do de substrato (A/T) de 0,45 a 0,85 g/g,
umidade de 28 a 35 mL/30 g e in6culo de 0,20 a 0,35 g/100 g.

Com o objetivo de encontrar o ponto correspondente de maximizacdo para a atividade
invertasica, dentro da regido de otimizagdo, foi realizada a implementacdo de um algoritmo no
software Scilab 5.0.1. Os valores reais destes pontos foram 0,650 g de residuo de arroz/g de massa
total, 31,317 mL/30 g de umidade e 0,295 g de in6culo/100 g de substrato. Na condicdo otimizada
(0,650 g de residuo de arroz/g de massa total, 31,317 mL/30 g de umidade e 0,295 g de in6culo/100
g de substrato) foram realizados experimentos visando verificar a reprodutibilidade dos resultados,
e obteve-se a atividade de 109,27 + 2,9 U/g. Ao substituir os valores das varidveis codificadas na
condicdo otimizada (Equacdo 4.2) obteve-se a atividade tedrica de 117,67 U/g. Ao comparar o valor
experimental com o tedrico verifica-se que houve um bom ajuste do modelo aos dados
experimentais.

Alegre et al., (2009) avaliando a producdo de invertase por Aspergillus caespitosus
utilizando farelo de trigo e com adicdo de nutrientes (nitrogénio, peptona e fosfato) ao meio
fermentado a temperatura de 30°C obtiveram ap6s 72 horas de processo a atividade de 303,4U/g. O
valor obtido por esse autor foi superior ao encontrado neste trabalho. Porém, o substrato foi
enriquecido com nutrientes de alto valor agregado e foi realizado também o controle de temperatura

durante o processo fermentativo.
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Figura 4.8 - Curvas de contorno e superficies de resposta para a atividade da invertase em funcao da

umidade e da relacdo A/T (a), da concentracdo de in6culo e de A/T (b) e da concentracdo de in6culo e

da umidade (c).
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A Tabela 4.6 apresenta a matriz do DCC com os valores reais, codificados e as respostas

para a atividade da amilase.

Tabela 4.6 - Matriz do DCC para a atividade amilésica.

Massa de residuo
Umidade Conc. De inéculo Amilase
Experimentos  de arroz (g)/ Massa

(mL/30 g) (g/100 g) (U/g)
Total(g)
1 0,13 (-1) 15 (-1) 0,10 (-1) 2,64+04
2 0,13 (-1) 15 (-1) 0,40 (1) 4,97 +0,7
3 0,13 (-1) 45 (1) 0,10 (-1) 4,03+0,6
4 0,13 (-1) 45 (1) 0,40 (1) 596 +1,0
5 0,87 (1) 15 (-1) 0,10 (-1) 540+0,9
6 0,87 (1) 15 (-1) 0,40 (1) 7,96 +1,3
7 0,87 (1) 45 (1) 0,10 (-1) 6,94 +1,1
8 0,87 (1) 45 (1) 0,40 (1) 9,76 £ 1,6
9 0 (-a) 30 (0) 0,25 (0) 4,65 +£0,7
10 1 (o) 30 (0) 0,25 (0) 10,24 £ 1,8
11 0,5 (0) 9,69(-a) 0,25 (0) 448 +0,6
12 0,5 (0) 50,28 (o) 0,25 (0) 6,74 £1,2
13 0,5 (0) 30 (0) 0,05 (-o) 5,05+1,0
14 0,5 (0) 30 (0) 0,45(a) 9,77+ 1,7
15 (C) 0,5 (0) 30 (0) 0,25 (0) 10,56 £ 2,0
16 (O) 0,5 (0) 30 (0) 0,25 (0) 9,83 +1,8
17 (C) 0,5 (0) 30 (0) 0,25 (0) 10,03+ 1,9

Massa de residuo de arroz/massa total = quantidade de residuo de arroz utilizado /quantidade total de substrato (massa de residuo de
arroz + massa de residuo de maracujd); Umidade = volume de sobrenadante do inéculo centrifugado/massa de substrato utilizado no
experimento, Inéculo = concentragdo de micro-organismos (massa seca) . volume de dilui¢do do sélido fermentado/massa de
substrato.

As condigdes experimentais que forneceram maiores valores de atividade foram as dos
experimentos 8, 10, 14 e dos experimentos do ponto central (15, 16 e 17). Para essa enzima, como
para a invertase, observou-se a preferéncia mais acentuada pelo residuo de arroz, haja visto o
resultado obtido no experimento 10 que utiliza apenas residuo de arroz como substrato. A atividade
da amilase foi inferior a obtida para a invertase, mostrando provavelmente a maior producio de
invertase para o substrato em estudo. Comparando os experimentos 1 e 2;3 e 4;5e 6;7¢e 8; 13 e

14; verifica-se que maiores valores de atividade foram obtidos com maiores concentracdes de
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in6culo. O mesmo comportamento foi observado para a umidade (experimentos 1 e 3;2e4;5e7; 6
e8;11e12).

A partir da regressdo multipla feita com os resultados experimentais para atividade
amilasica e andlise dos valores de p encontrados pelo teste ¢- Student, das varidveis X;, X; e X3,
obteve-se como sendo significativo os parametros lineares (L), e os termos quadraticos (Q) das trés
variaveis estudadas. Todos os parametros, significativos e ndo significativos, estdo representados
na Tabela 4.7. Os valores em destaque na Tabela 4.7, representam os coeficientes de regressao das
varidveis e suas interagdes com niveis de significincia (p) inferiores a 10% para a atividade da
amilase.

Tabela 4.7 - Coeficientes de regressao para a resposta amilase

Coeficientes
de Desvio p - valor
regressao

Média 9,763 0,391156 0,000000
X; (L) 1,717 0,220688 0,000109
X; (Q) -1,001 0,291051 0,010804
X, (L) 0,753 0,220688 0,011276
X, (Q) -2,004 0,291051 0,000234
X3 (L) 1,374 0,220688 0,000434
X;(Q) -1,021 0,291051 0,009887
X1 Xz 0,120 0,266451 0,666066
X X3 0,140 0,266451 0,615515
X7 X3 -0,017 0,266451 0,949471

Utilizando-se os resultados apresentados na Tabela 4.7, apds a realizagdo de regressao
multipla no software Statistica 7, determinou-se os coeficientes de regressdo para atividade
amildsica. O modelo completo estd apresentado na Equacdo (4.3). Apds a eliminagdo dos
parametros ndo significativos com p>0,10, foi obtida a Equacdo (4.4) e o valor do coeficiente de

correlacao (Rz) foi de 0,96.

Atividade da Amilase (U/g) = 9,76 + 1,72X, — 1,00X;% + 0,75X, — 2,00X,* + 1,37X3 — 1,02 X5°
+0,12X,X5 + 0,14X,X;5 — 0,02X-X;3 (4.3)

Atividade da Amilase (U/g) = 9,76 + 1,72X; — 1,00X,> + 0,75X, — 2,00X>* + 1,37X;3 — 1,02 X5°
(4.4)
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Observa-se pela Equacdo 4.4, que a atividade amilésica foi influenciada pelas varidveis
isoladas X;, X; e X3. Os sinais positivos destas varidveis mostram que a atividade da amilase
aumenta com o aumento da concentragcdo de residuo de arroz, de umidade e da concentragcdo de

inéculo.

Para a atividade da amilase, apresentada pelo Diagrama de Pareto na Figura 4.9, nota-se
também que todos os efeitos sdo estatisticamente significativos para o nivel de confianca de 95%.
Observa-se que a relacdo massa de residuo de arroz/ massa total, a umidade e a concentracdo de

in6culo influenciaram positivamente a producdo de amilase.

8,99412
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.

(NX1(L)

X2(Q) -7,95979

(3)X3(L) 7,1987

Efeito Padronizado (Valor de t;,)
Figura 4.9 - Grafico de Pareto dos efeitos principais e interagdes de massa de residuo de

arroz/ massa total, umidade e concentracdo de indculo para a atividade amilésica.

A Figura 4.10 mostra a distribuicdo dos residuos em torno do zero (a) e a representagdo dos
valores previstos em fungdo dos valores experimentais (b).

Nota-se na Figura 4.10 (a e b), que os residuos ndo apresentaram nenhuma tendéncia em
relacdo a distribuicdo e que os valores obtidos experimentalmente encontram-se proximos aos

valores obtidos pela Equacgdo empirica 4.4.
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Figura 4.10 - Distribuicdo dos residuos em torno da reta que indica normalidade para a resposta de
atividade amilésica (a) e valores experimentais em funcdo dos valores previstos pelo modelo para a

resposta de atividade amilésica (b).

A Figura 4.11 (a, b e ¢) ilustra os efeitos das varidveis na atividade amilésica, por meio das
curvas de contorno e superficies de resposta, mostrando a regido de otimizag@o. As curvas de
contorno mostram que o maximo de atividade amilasica se encontra na faixa de 0,5 a 1,0 g/g em
proporcao de substrato, 25 e 40 mL/30 g de umidade e entre 0,27 e 0,43 g de in6culo/100 g de
substrato. O ponto correspondente 2 maximizagdo para a resposta atividade amilasica foi obtido por
meio de um algoritmo no software Scilab 5.0.1. Os valores destes pontos foram 0,840 g de residuo
de arroz/g massa total, 33,179 mL/30 g de umidade e 0,359 g de in6culo/100 g de substrato. Na
condicdo otimizada (0,840 g de residuo de arroz/g de massa total, 33,179 mL/30 g de umidade e
0,359 g de indculo/100 g de substrato) foram realizados experimentos visando verificar a
reprodutibilidade dos resultados, obtendo a atividade de 10,67 + 2,3 U/g. Ao substituir os valores
das varidveis codificadas na condi¢do otimizada (Equagdo 4.4) obteve-se a atividade tedrica de

11,12 Ulg.

Rahardjo e colaboradores (2005) empregando farinha de trigo e A. oryzae na producdo de
a-amilase obtiveram a atividade de 25 U/g para 4 dias de fermentacdo com adi¢do de 1% de O, e
10 U/g para 13,3 dias de processo a 0,25% de O, (para todos os experimentos foi adicionado agar
de extrato de malte). No trabalho do autor, o valor da atividade foi préxima ao obtido neste

trabalho, que néo foi adicionado oxigénio e nutriente em menor tempo de fermentacao.
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Os resultados da influéncia simultinea das varidveis massa de residuo de arroz/ massa total,
umidade e concentracdo de indculo na atividade enzimdtica da celulase, definidos pelo

Delineamento Composto Central, estio representados na Tabela 4.8.

Tabela 4.8 - Matriz do DCC para a atividade celulasica.

Massa de residuo . o
Umidade Conc. De inoculo

Experimentos de arroz (g)/ Celulase (U/g)
(mL/30 g) (g/100 g)
Massa Total(g)
1 0,13 (-1) 15 (-1) 0,10 (-1) 2,80+0,2
2 0,13 (-1) 15 (-1) 0,40 (1) 3,50+0,4
3 0,13 (-1) 45 (1) 0,10 (-1) 4,77 +£0,3
4 0,13 (-1) 45 (1) 0,40 (1) 5,95 +0,7
5 0,87 (1) 15 (-1) 0,10 (-1) 1,10+£0,1
6 0,87 (1) 15 (-1) 0,40 (1) 2,10+0,3
7 0,87 (1) 45 (1) 0,10 (-1) 3,05+0,5
8 0,87 (1) 45 (1) 0,40 (1) 3,28 £0,2
9 0 (-o) 30 (0) 0,25 (0) 5,98 +£0,8
10 1 () 30 (0) 0,25 (0) 1,51 £0,2
11 0,5 (0) 9,69(-a) 0,25 (0) 1,72 +0,3
12 0,5 (0) 50,28 (o) 0,25 (0) 4,95 +£0,9
13 0,5 (0) 30 (0) 0,05 (-a) 4,20 £0,7
14 0,5 (0) 30 (0) 0,45(o) 4,50 £0,8
15 (C) 0,5 (0) 30 (0) 0,25 (0) 4,98 £0,8
16 (C) 0,5 (0) 30 (0) 0,25 (0) 4,79+£0,9
17 (C) 0,5 (0) 30 (0) 0,25 (0) 5,01 £0,6

Massa de residuo de arroz/massa total = quantidade de residuo de arroz utilizado /quantidade total de substrato (massa de residuo de
arroz + massa de residuo de maracuja); Umidade = volume de sobrenadante do indculo centrifugado/massa de substrato utilizado no
experimento, Inéculo = concentracdo de micro-organismos (massa seca) . volume de dilui¢do do sélido fermentado/massa de
substrato.

Observa-se na Tabela 4.8, que os resultados para atividade da celulase variaram entre 1,1 +
0,1 e 5,98 + 0,8 U/g. Analisando os resultados da Tabela 4.8 nota-se, que quando se utilizou apenas
maracuja (experimento 9) a atividade foi a maior obtida. Comparando os resultados dos
experimentos 1 e 5;2 e 6; 3 e 7; 4 e 8, verifica-se que maior concentracdo de casca de maracuj

promove maior producdo de celulase. Comportamento semelhante foi observado para a umidade
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(experimentos 1 e 3;2e 4;5e 7; 6 e 8 11 e 12), maiores valores de umidade proporcionaram
maiores atividades da enzima celulase. De forma mais suave verifica-se que maiores resultados de
atividade foram obtidos para maiores valores de concentracdo de indculo (experimentos 1 e 2; 3 e 4;
5e6;7¢e8;13¢e14).

Com os resultados experimentais de atividade enzimatica em func¢io da massa de residuo de
arroz/ massa total, umidade e concentracdo de indculo, realizou-se uma regressdo multipla e
analisou os valores de p encontrados pelo teste #- Student. Na Tabela 4.9 estdo apresentados os
parametros lineares (L), as interacdes e os termos quadréticos (Q) das trés varidveis estudadas. Os
valores em destaque na Tabela 4.9, representam os coeficientes de regressdo das varidveis e suas

interagdes com niveis de significancia (p) inferiores a 10% para a atividade da celulase.

Tabela 4.9 - Coeficientes de regressdo para a resposta celulase.

Coeficientes
de Desvio p — valor
regressao

Média 4,860 0,272520 0,000000
X; (L) -1,161 0,153754 0,000132
X; (Q) -0,562 0,202777 0,027573
X, (L) 1,022 0,153754 0,000291
X, (Q) -0,786 0,202777 0,006074
X; (L) 0,304 0,153754 0,090706
X3 (Q) -0,232 0,202777 0,290415
X; X, -0,161 0,185638 0,413839
X1 X3 -0,081 0,185638 0,674805
X2 X3 -0,036 0,185638 0,850727

O modelo obtido para a atividade da celulase é apresentado pela Equacdo (4.5). Apds a
eliminagdo dos parametros ndo significativos estatisticamente, com nivel de confianca de 90% no
teste t de Student, obteve-se a Equacao (4.6), obtendo coeficiente de correlagdao (Rz) de 0,93. Este
valor indica que os resultados foram explicados pela equacdo empirica proposta com 93% da

variabilidade dos dados.

Atividade da Celulase (U/g) = 4,86 - 1,16X; — 0,56X,* + 1,02X, — 0,78X,% + 0,30X;3 — 0,23X5” -
0,16X,X; - 0,08X,X; — 0,03X,X; (4.5)

80

Christiane Pereira Rocha, 2010.



Capitulo 4 — Resultados e Discussdo

Atividade da Celulase (U/g) = 4,70 - 1,16X, - 0,56X,” + 1,02X, — 0,783X,” + 0,30X; (4.6)

Observa-se na Equagdo 4.5 e no Diagrama de Pareto (Figura 4.12), que a atividade da
celulase foi influenciada pelas varidveis isoladas X; (relagdo de substratos A/T), X, (umidade) e X3
(concentracdo de indculo). Os sinais positivos das varidveis X, e X3 mostram que a atividade desta
enzima aumenta com o aumento da umidade e da concentracdo de indculo, ja o sinal negativo da
relacdo A/T mostra que a atividade celulasica é maior para maiores concentracdes de casca de

maracuja conforme discutido anteriormente.

(1X1(L)

-
B)X3(L) ;&,133484

p=0,1 0

Efeito Padronizado (Valor de t;,c)

(2)X2(L)

X2(Q)

X1(Q)

-3,01717

Figura 4.12 - Gréafico de Pareto dos efeitos principais e intera¢cdes de massa de arroz/ massa total,

umidade e concentracdo de indculo para a atividade celuldsica.

Para a atividade da celulase, como para as outras atividades ja estudadas, observa-se que a
distribuicdo dos residuos (Figura 4.13a) comportou-se aleatoriamente em torno do zero, ndo
apresentando nenhuma tendéncia quanto a distribuicdo e observa-se também que as respostas
experimentais obtidas para atividade enzimadtica apresentaram valores préximos aos fornecidos pela

equacgdo empirica (Figura 4.13b).
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Figura 4.13 - Distribuicdo dos residuos em torno da reta que indica normalidade para a resposta de
atividade celulésica (a) e Valores experimentais em funcio dos valores previstos pelo modelo para

a resposta de atividade celulésica. (b).

Para ilustrar os efeitos das varidveis na atividade celuldsica sdo apresentadas as curvas de
contorno nas Figuras 4.14 (a, b e ¢). Estas figuras mostram a regido de otimizagdo das varidveis na

forma real, duas a duas, em relacdo a resposta atividade celulésica.

Verifica-se, que as regides de otimizac¢do, mostradas na Figura 4.14, apresentam as seguintes
faixas de propor¢do de substrato (A/T) de 0,0 a 0,4 g/g, umidade de 33 a 50 mL/30 g e in6culo de
0,35 a 0,50 g/100 g. Com o objetivo de encontrar o ponto correspondente de maximizagdo para a
atividade da celulase, dentro da regido de otimizacdo, foi realizada a implementacdo de um
algoritmo no software Scilab 5.0.1. Os valores reais destes pontos foram 0,055 g de residuo de
arroz/g de massa total, 41,42 mL/30 g de umidade e 0,37 g/100 g de indculo, assim a producio
desta enzima pode ser realizada na auséncia de residuo de arroz. Na condi¢do otimizada (0,055 g
de residuo de arroz/g de massa total, 41,42 mL/30 g de umidade e 0,37 g/100 g de in6culo) foram
realizados experimentos visando verificar a reprodutibilidade dos resultados, obtendo a atividade de
5,83 £ 0,9 U/g. E substituindo os valores das variaveis codificadas na Equacdo 4.6, obteve-se a

atividade tedrica de 6,06 U/g.

82

Christiane Pereira Rocha, 2010.



Capitulo 4 — Resultados e Discussdo

=
g 2
4 2
: s
(= =
2 :
= s
4
s
iz
=
0.0 0.2 0’4. Iﬂ,ﬁ 0.8 100
AT {9ig)
70 0,50
6 s 045
=
g i 4 gos0
[= =
g i 3 =035
(=}
:%'; 2 2, Zo30
=)
T Z 0725
o
o £ 0,20
o“aP‘ﬁ T it
e Wy 0,15 p—
= 0,10 E‘;‘
00 02 04 06 03 10557
B S AT {o/g)
(c)
0,50
T
i _ 045
=
6t M 500 3z 040
s 1000 2 55
g A B 500 T
g 5 & 2000 Z 0,30
z ;
& . Z 025
1 2
: z 0,20
'
o ° = 0,15 s
%, © & 010 [ B
%Q 10 15 20 25 30 35 40 45 50 555
= B 2

Umidade (mL/30 g}
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Sukumaram et al (2009) avaliando a producdo de B-glucosidase com Aspegillus niger
utilizando farelo de trigo em 72 horas de processo e com adicao de nutrientes (peptona, extrato de
levedura, uréia, sais de fosforo e de magnésio e oligoelementos) obtiveram a atividade de 4,55 U/g.
Kang et al (2004), empregando palha de arroz e nutrientes (milho de maceracdo, extrato de levedura
e sais de cobre, cobalto e fosforo) com A. niger para a producdo de Fpase (atividade de hidrélise em
papel de filtro) apds 4 dias de fermentag@o obtiveram 19U/g. Zuiiiga et al., (2009) na produgio de
FPase, xilanase e endoglicanase empregando bagago de cana de aguicar e A. niger com nutrientes
(uréia, peptona, extrato de levedura e outros) a temperatura de 32°C obteve, respectivamente, a
atividade de 0,59, 43 e 41 U/g, ap6s 72 de processo. O valor obtido neste estudo, em alguns casos,
foi superior aos encontrados na literatura, porém neste trabalho ndo foi adicionado nutrientes e os

experimentos foram realizados a temperatura ambiente.

A Tabela 4.10 apresenta a matriz do DCC com os valores reais, codificados das varidveis
massa de residuo de arroz /massa total (X;), umidade (X;) e concentra¢do de inoculo (X3) e para as
respostas de atividade pectindsica.

Os resultados dos experimentos mostraram-se satisfatdrios também para a atividade da
pectinase, ajustando-se satisfatoriamente ao modelo apresentando valor de R’ de 0,86.

As condi¢Oes experimentais que forneceram maiores valores de atividade foram as dos
experimentos 9 e os pontos centrais (15, 16 e 17). Para essa enzima também observou-se maior
preferéncia pela casca de maracujd, haja visto o resultado obtido no experimento 9, que utiliza
apenas a casca de maracuja como substrato. Comparando os experimentos 1 € 2; 3 e 4;5e 6;7 e 8;
13 e 14; verifica-se que maiores valores de atividade foram obtidos com maiores concentracdes de
in6culo. Comportamento inverso foi observado para a umidade (experimentos 1 € 3;2e4;5e7;6¢

8;11e 12).
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Tabela 4.10 - Matriz do DCC para a atividade pectindsica.

Massa residuo

Umidade Conc. De inoculo Pectinase
Experimentos de arroz (g)/
(mL/30 g) (g/100 g) (U/g)
Massa Total(g)

1 0,13 (-1) 15 (-1) 0,10 (-1) 2,09+£0,3

2 0,13 (-1) 15 (-1) 0,40 (1) 2,87+0,5

3 0,13 (-1) 45 (1) 0,10 (-1) 1,75+£0,2

4 0,13 (-1) 45 (1) 0,40 (1) 241+£0,3

5 0,87 (1) 15 (-1) 0,10 (-1) 1,54 £ 0,1
6 0,87 (1) 15 (-1) 0,40 (1) 2,09+04

7 0,87 (1) 45 (1) 0,10 (-1) 1,23 £0,2

8 0,87 (1) 45 (1) 0,40 (1) 1,72 £0,2

9 0 (-o) 30 (0) 0,25 (0) 5,24 £0,6
10 1 (o) 30 (0) 0,25 (0) 235+04
11 0,5 (0) 9,69(-ar) 0,25 (0) 2,44 +£0,3
12 0,5 (0) 50,28 (o) 0,25 (0) 1,93 £0,2
13 0,5 (0) 30 (0) 0,05 (-o) 1,17+£0,1
14 0,5 (0) 30 (0) 0,45(a) 3,61 £04
15 (C) 0,5 (0) 30 (0) 0,25 (0) 4,87 +0,6
16 (C) 0,5 (0) 30 (0) 0,25 (0) 5,05+0,7
17 (O) 0,5 (0) 30 (0) 0,25 (0) 5,10£0,9

Massa de residuo de arroz/massa total = quantidade de residuo de arroz utilizado /quantidade total de substrato (massa de residuo
de arroz + massa de residuo de maracuja); Umidade = volume de sobrenadante do inéculo centrifugado/massa de substrato
concentragdo de micro-organismos (massa seca) . volume de diluicdio do sdlido

utilizado no experimento, Inéculo =
fermentado/massa de substrato.

Os efeitos das varidveis X;, X, e X3 s@o mostrados na Tabela 4.11. Observa-se que apenas a

varidvel isolada X, ndo foi significativa para a resposta em questdo. Os valores em destaque na

Tabela 4.11, representam os coeficientes de regressdo das varidveis e suas interacdes com niveis de

significancia (p) inferiores a 10% para a atividade da pectinase.

Christiane Pereira Rocha, 2010.
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Tabela 4.11 - Coeficientes de regressdo para a resposta pectinase.

Coeficientes
de Desvio p — valor
regressao

Média 4,830 0,328921 0,000002
X; (L) -0,553 0,185575 0,020497
X; (Q) -0,441 0,244743 0,114201
X, (L) -0,186 0,185575 0,349380
X, (Q) -1,321 0,244743 0,001012
X3 (L) 0,496 0,185575 0,031928
X3 (Q) -1,209 0,244743 0,001676
X1 Xz 0,015 0,224057 0,948496
X; X; -0,050 0,224057 0,829785
X2 X3 -0,022 0,224057 0,922826

O modelo completo ajustado estd descrito na Equacao linear (4.7), cujos coeficientes foram
estimados por regressdo linear. A Tabela 4.11 mostra que as interagcdes ndo apresentaram
coeficientes significativos. Apds a eliminacdo dos parametros ndo significativos (Equacéo 4.8) com

p > 0,10, o valor do coeficiente de correlagdo (Rz) foi de 0,86.

Atividade da Pectinase (U/g) = 4,83 — 0,55X, — 0,44X,* - 0,19X, — 1,32X,% + 0,50X3 — 1,21X3* +
0,01X,X5 - 0,05X;X; — 0,02X,X;3 (4.7)

Atividade da Pectinase (U/g) = 4,52 — 0,55X; — 1,32X,% + 0,50X5 - 1,21X5° (4.8)

Observa-se pelos valores dos coeficientes das varidveis na Equacdo (4.8) que a relagdo
massa de residuo de arroz/massa total e a concentra¢do de inéculo mostraram efeitos significantes
na atividade enzimdtica, pois apresentam os menores valores. O sinal positivo das varidveis para a
concentracdo de indculo e negativo para a relagdo A/T mostram que a atividade da pectinase
aumenta com o aumento da concentrag@o de indculo e de casca de maracuja.

O Diagrama de Pareto (Figura 4.15) mostra os fatores avaliados (massa de residuo de arroz/
massa total, umidade e concentrag¢do de inculo) em ordem decrescente em relagdo aos seus efeitos.

A linha vermelha separa os efeitos significativos (p<0,10).
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Figura 4.15 - Gréfico de Pareto dos efeitos principais e interacdes de massa de arroz/massa total,
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(3)X3(L) 3,119071
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umidade e concentracio de indculo para a atividade pectindsica.

Com base na equagdo que representa o modelo (Equagdo 4.7), foi possivel determinar os
valores de atividade para diferentes relagdes de massa de residuo de arroz/massa total e valores de
umidade e de concentragdo de indculo. A Figura 4.16 (a) relaciona os residuos e os valores
previstos nos experimentos demonstrando uma distribui¢do aleatéria dos residuos em torno do zero.
A Figura 4.16 (b) relaciona os valores previstos com os valores obtidos experimentalmente,

observa-se que houve uma correlagcdo consideravel entre esses valores.
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Figura 4.16 - Distribuicdo dos residuos em torno da reta que indica normalidade para a resposta de
atividade pectindsica (a) e Valores experimentais em funcao dos valores previstos pelo modelo para a

resposta de atividade pectindsica. (b).

Os efeitos significativos foram os lineares da relacdo de massa de residuo de arroz/massa
total e concentracdo de in6culo, e os quadriticos das trés varidveis estudadas, que geraram as

superficies de resposta ilustradas na Figura 4.17 (a, b e ¢).
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inoculo e da umidade (c).
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As curvas de contorno mostram que o maximo de atividade se encontra entre 0,0 e 0,4 g/g em
proporcao de substrato (A/T), 23 e 37 mL/30 g de umidade e entre 0,23 e 0,33 g de in6culo/100 g
de substrato. O ponto correspondente a maximizacdo para a resposta atividade da pectinase foi
obtido por um algoritmo implementado no software Scilab 5.0.1. Os valores reais destes pontos
foram 0,26 g de residuo de arroz/g massa total, 28,83 mL/30g de umidade e 0,28 g de in6culo/100 g
de substrato.

Na condicdo otimizada (0,26 g de residuo de arroz/g de massa total, 28,83 mL/30g de
umidade e 0,28g/100g de indculo) foram realizados experimentos visando verificar a
reprodutibilidade dos resultados, obtendo a atividade de 5,02 + 0,4 U/g. Substituindo os valores das
varidveis codificadas na condi¢do otimizada (Equacdo 4.8) obteve-se a atividade tedrica de 5,06
U/g.

Debing et al., (2006) obteve a atividade da pectinase de 36,3U/g a partir de A. niger,
utilizando dextrose de arroz, farelo de trigo e sulfato de amoénio com amplo fornecimento de
oxigénio. Neste trabalho o U foi definido em miligrama de dcido d-galacturdnico/h. Patil et al.,
(2006) com A. niger empregando casca de grama verde e sacarose na producio de endo-pectinase
apds 96 horas obteve 45,9 U/g. Os valores obtidos neste estudo foram inferiores aos mencionados
anteriormente, porém os substratos utilizados nos estudos citados apresentam maior valor agregado.

A Tabela 4.12 apresenta a matriz do DCC com os valores reais e codificados para as
variaveis massa de residuo de arroz /massa total (X;), umidade (X;) e concentracdo de inoculo (X3)

e as respostas para a atividade da protease.
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Tabela 4.12 - Matriz do DCC para a atividade protedsica.

. Massa de residuo Umidade Conc. de Protease
Experimentos N({i;;l;r%z)t;%z/ (mL/30 g) inéculo (Ule)
g) (g/100 g)
1 0,13 (-1) 15 (-1) 0,10 (-1) 4.215,00+34
2 0,13 (-1) 15 (-1) 0,40 (1) 3.223,00 £2,7
3 0,13 (-1) 45 (1) 0,10 (-1) 3.510,00 £ 2,6
4 0,13 (-1) 45 (1) 0,40 (1) 2.502,00 £ 1,8
5 0,87 (1) 15 (-1) 0,10 (-1) 3.009,00 £2,9
6 0,87 (1) 15 (-1) 0,40 (1) 2.105,00 £ 1,5
7 0,87 (1) 45 (1) 0,10 (-1) 2.512,00 £2,1
8 0,87 (1) 45 (1) 0,40 (1) 1.804,00 £ 1,6
9 0 (-a) 30 (0) 0,25 (0) 4.015,00 £ 3,7
10 1 (o) 30 (0) 0,25 (0) 2.806,00 2,8
11 0,5 (0) 9,69(-ar) 0,25 (0) 3.016,00 £ 3,6
12 0,5 (0) 50,28 (a) 0,25 (0) 2.011,00 £ 2,2
13 0,5 (0) 30 (0) 0,05 (-a) 4.022,00 + 3,0
14 0,5 (0) 30 (0) 0,45(a) 3.825,00 £2,7
15 (O) 0,5 (0) 30 (0) 0,25 (0) 5.131,00 £3,2
16 (C) 0,5 (0) 30 (0) 0,25 (0) 5.201,00 £ 3,8
17 (O) 0,5 (0) 30 (0) 0,25 (0) 5.013,00 £3,9

Massa de residuo de arroz/massa total = quantidade de residuo de arroz utilizado /quantidade total de substrato (massa de residuo
de arroz + massa de residuo de maracujd); Umidade = volume de sobrenadante do indculo centrifugado/massa de substrato
utilizado no experimento, Inéculo = concentracdo de micro-organismos (massa seca) . volume de dilui¢do do sélido
fermentado/massa de substrato.

As condigoes experimentais que forneceram maiores valores de atividade da protease foram
as dos experimentos nos pontos centrais (15, 16 e 17). Como para as enzimas celulase e pectinase,
para a protease observou-se também a preferéncia pela casca de maracuja, conforme resultado
obtido no experimento 9 que utiliza apenas a casca de maracujd como substrato e na comparacio
entre os experimentos 1 € 5,2 e 6,3 e 7, 4 e 8, obteve-se maiores valores de atividade para maiores
concentracdes de casca de maracujd. Comparando os experimentos 1 e 2;3e4;5e6;7e 8; 13 e
14; verifica-se que maiores valores de atividade foram obtidos com menores concentracdes de
in6culo. Comportamento igual foi observado para a umidade (experimentos 1 € 3;2e 4;5e7;6e
8; 11 e 12). Provavelmente devido a alta concentragio de proteina presente no substrato, conforme

mostra os resultados de sua caracterizacdo (Tabela 4.1), ndo houve necessidade de grandes
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quantidades de indculo para uma alta producdo de protease. Além disso, esta proteina deve estar
facilmente disponivel para o micro-organismo, ndo havendo necessidade de alta umidade para
reduzir os problemas relacionados a transferéncia de massa e melhorar a acessibilidade da mesma
ao A. niger.

Os efeitos significantes de X;, X, e X3 na atividade da protease e as interacdes entre os
fatores sdo mostrados na Tabela 4.13. A relacdo de massa de residuo de arroz/massa total, umidade
e concentracdo de inéculo mostraram efeitos significantes na atividade enzimatica, tanto em nivel
linear quanto quadratico. Os valores em destaque na Tabela 4.13, representam os coeficientes de
regressdo das varidveis e suas interacdes com niveis de significancia (p) inferiores a 10% para a

atividade da protease.

Tabela 4.13 - Coeficientes de regressdo para a resposta protease.

Coeficientes
Erro
de p — valor
. padrao
regressao
Média 4888,40  215,3103 0,000000
X; (L) -485,87 121,4765 0,005192
X (Q) -652,09 160,2080 0,004748
Xz (L) -305,71 121,4765 0,040006
X; (Q) -1141,01  160,2080 0,000190
X3 (L) -332,74 121,4765 0,028954
X3 (Q) -370,92 160,2080 0,053768
X X, 78,73 146,6670 0,608063
X X3 48,72 146,6670 0,749453
X2 X5 21,37 146,6670 0,888236

Utilizando-se os resultados apresentados na Tabela 4.13, apds a realizacdo de regressdo
multipla no software Statistica 7, determinou-se os coeficientes de regressdo para atividade da
protease. O modelo completo estd apresentado na Equacgéo (4.9). Ap6s a eliminacio dos parametros
ndo significativos com p > 0,10, obteve-se a Equacdo (4.10) e o valor do coeficiente de correlacio

(R?) foi de 0,93.
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Atividade da Protease (U/g) = 4.888,40 — 485.87X;— 652,09X,— 305,71 X, — 1.141,01 X,*-
332,74X3— 370,92 X32+ 78,73 X1 Xz + 48,72 Xl X3 + 21,37 Xz X3 (49)

Atividade da Protease (U/g) = 4.888,40 — 485,87 X;— 652,09X,’~ 305,71 X, — 1.141,01 X,*-
332,74X3- 370,92 X;5* (4.10)

Observa-se pela Equac@o 4.10 e no Diagrama de Pareto (Figura 4.18), que a atividade da
protease foi influenciada pelas varidveis isoladas X;, X, e X3. O sinal negativo destas para a
concentracdo de indculo, umidade e relacdo A/T mostram que a atividade da protease aumenta com
o aumento da concentracio de casca de maracuja e com a reducio na concentracio de indculo e de

umidade, como foi também observado anteriormente na Tabela 4.12.

X2(Q) ”

X1(Q) |

XL |

|-3,17957

2,93801

-2,68854

p=0,1 0
Efeito Padronizado (Valor de t;,c)

Figura 4.18 - Gréfico de Pareto dos efeitos principais e interacdes de arroz/massa total, umidade e

concentracdo de indculo para a atividade protedsica.

Este modelo apresentou alto valor de R (0,93), indicando que ele explica mais de 93% da
variabilidade dos dados experimentais. Espera-se, assim, uma distribui¢do aleatéria dos residuos em
torno do zero e uma relacdo préxima entre os valores obtidos experimentalmente e os valores

tedricos previstos. Essas correlagdes sao ilustradas na Figura 4.19 (a e b), respectivamente.

92

Christiane Pereira Rocha, 2010.



Capitulo 4 —

Resultados e Discussao

eon

&0

@
=
=
=

o
o o 4500
]
200 o L&) 2]

s o o 4000

o | 0 8
s ! = E 2500

3 o &
& 200 s £ 000

- 5,

- i) = 2500

-400

-800

L&

2000

1500

-B00
1oon

1500 00 2800 3000 3E00 000

Walore s Fredeoto s

(a)

4000 4500

&0

1oo0
1oo0

1500

2000

2800 3000 300 4000
wakre s Eiperimental o

(b)

4500

000

&0

Figura 4.19 - Distribuicao dos residuos em torno da reta que indica normalidade para a resposta de atividade
protedsica (a) e Valores experimentais em funcio dos valores previstos pelo modelo para a resposta de

atividade protedsica (b).

As Figuras 4.20 (a, b e c) ilustram os efeitos das varidveis na atividade da protease, por meio
das curvas de contorno e superficies de resposta, mostrando a regido de otimizacao.

As curvas de contorno mostram que o maximo de atividade se encontra entre 0,3 e 0,5 g/g
em propor¢do de substrato, 22 e 33 mL/30 g de umidade e entre 0,23 e 0,33 g de in6culo/100 g de
substrato. O ponto correspondente a maximizagao para a resposta atividade da protease foi obtido
por meio de um algoritmo implementado no software Scilab 5.0.1. Os valores reais destes pontos
foram 0,35 g de residuo de arroz/g massa total, 27,70 mL/30 g de umidade e 0,18 g de in6culo/100
g de substrato. Na condi¢@o otimizada apresentada anteriormente foram realizados experimentos
visando verificar a reprodutibilidade dos resultados, obtendo a atividade de 5.051,20 * 3,3 U/g. Ao
substituir os valores das varidveis codificadas na condi¢do otimizada (Equacdo 4.10) obteve-se a

atividade tedrica de 5.091,00 U/g.
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Figura 4.20 - Curvas de contorno e superficies de resposta para a atividade da protease em funcdo da

umidade e de A/T (a), da concentracdo de inéculo e de A/T (b) e da concentracdo de indculo e da

umidade (c).
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Paranthaman et al., (2009) avaliando a produg@o de protease com A. niger e arroz a 35°C
obtiveram 67,7 U/g em 96 horas de fermentacdo. Sandhya et al., (2005) empregando farelo de trigo
e A orysae obtiveram 31,2 U/g em 72 horas de processo a 30°C. Castro et al., (2009b e 2009c)
utilizando A orysae e como substrato torta de girassol deslipidificada e farelo de algoddo obtiveram,
respectivamente as atividade de 270 e 290 U/g a 30°C, apds 48 h de fermentagdo. Freitas et al.,
(2009) empregando torta de canola e meio nutriente de extrato de levedura e A. orysae obtiveram
393 U/g em 96 horas de processo a 20°C. Couri et al., (2000) com A. niger e utilizando como
substrato farelo de trigo e pectina citrica obtiveram a atividade de 5,27 U/mL (unidade de enzima
por preparo enzimatico) em 42 horas a 32°C. Neste trabalho os melhores resultados obtidos foram
para a producdo de enzima protease. Os valores determinados em termos de atividade enzimatica
para essa enzima estdo muito acima dos encontrados na literatura, mostrando uma boa adaptagdo do
micro-organismo aos substratos utilizados.

A Tabela 4.14 resume os resultados obtidos para as cinco respostas estudadas. Analisando a
Tabela 4.14 e visando a producdo do conjunto enzimatico, pode-se concluir a partir dos resultados
experimentais e da andlise estatistica a partir do delineamento composto central, que a melhor
condicdo para a produgdo conjunta das enzimas invertase, amilase, celulase, pectinase e protease
por fermentacdo em estado sélido, foi a condi¢do experimental do ponto central (A/T = 0,5 g/g;
Umidade = 30 mL/30 g e concentracdo de In6culo = 0,25 g/100 g). Para a relacdo A/T verifica-se
que o ponto central (A/T = 0,5 g/g) ndo atende apenas as enzimas celulase e pectinase, porém este
valor fica bastante préximo ao limite superior da regido de otimizacdo. Com relagdo a umidade a
concentracdo de 30 mL/30 g de sdlido atende todas as enzimas avaliadas e a concentragdo de
in6culo de 0,25 g/100 g de sdlido fermentado ndo se encontra dentro da regido de otimizacdo
apenas para a enzima celulase, mais este valor também encontra-se bastante proximo ao limite
inferior desta regido. Vale ressaltar também, que analisando os resultados obtidos nas Tabelas 4.4,
4.6, 4.8, 4.10 e 4.12, os valores de atividade no ponto central, para todas as enzimas estudadas, ndo

se encontram muito abaixo dos demais ensaios determinados no DCC.
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Tabela 4.14 — Resumo dos resultados obtidos para as enzimas invertase, amilase, celulase,

pectinase e protease.

Invertase

(Ulg)

Amilase

(Ulg)

Celulase

(Ulg)

Pectinase

(Ulg)

Protease

(Ulg)

Regiao de otimizacio da
proporcao de substrato

(A/T) (g arroz / g massa
total)

0,45 20,85

0,5a1,0

0,0a04

0,0a04

0,3a0,5

Regido otimizacao da
umidade (mL / 30g de

substrato)

28 a 35

25a40

33a50

23a37

22 a33

Regiao otimizacao da
concentracao de inoculo
(g de indculo / 100 g de

substrato)

0,20 20,35

0,27 a 0,43

0,35 a0,50

0,23 20,33

0,10a0,3

Ponto de Maximizacao
da proporcao de
substrato (A/T) (g arroz

/ g massa total)

0,65

0,84

0,05

0,26

0,35

Ponto de Maximizacao
da umidade (mL / 30g

de substrato)

31,32

33,17

41,42

28,83

27,70

Ponto de Maximizacao
da concentracao de
inoculo (g de inéculo /

100 g de substrato)

0,29

0,36

0,37

0,28

0,18

Maior atividade obtida

no DCC (experimental)

108,82 +3,1

10,56 2,0

5,98 +0,8

5,24 +0,6

5.201,00 £
3.8

Atividade na condicao
otimizada (resultados

experimentais)*(

109,27 £2,9

10,67 £2,3

5,83+0,9

502+04

5.051,20 £
33

Atividade tedrica®*

117,67

11,12

6,06

5,06

5.091,00

* Tais testes foram feitos visando verificar a reprodutibilidade dos resultados
*# Substituindo-se os valores das varidveis codificadas na condi¢do otimizada
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4.4 — Cinéticas de fermentacio para a condiciao otimizada

Tendo em vista as condi¢des pré-estabelecidas (A/T = 0,5 g/g; Umidade = 30 mL/30 g e
Inéculo = 0,25 g/100 g), determinadas pela metodologia de andlise da superficie de resposta,
realizou-se o estudo cinético do processo nas temperaturas 28 + 2°C, 35 £ 0,5°C, 40 £ 0,5°C e 45 +
0,5°C para avaliar o efeito da temperatura no crescimento celular e producdo enzimaética.

As Figuras 4.21 (a e b) apresentam a cinética de crescimento celular descritas pela biomassa
e pelo nimero de esporos formados. Pode-se notar, que o maior crescimento da biomassa e maior
nimero de esporos foi observado para as temperaturas de 35°C e 40°C, assim a temperatura Gtima
para o crescimento celular estd entre 35°C e 40°C. Também € possivel observar que a temperatura
de crescimento 6timo estd no intervalo citado, embora o Aspergillus niger cresga de forma

satisfatéria em todo intervalo de temperatura estudado.
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Figura 4.21 — (a) Cinética de crescimento celular do Aspegillus niger ATCC 16404 (biomassa) e (b)
Cinética de crescimento celular (nimero de esporos formados), nas temperaturas T = 28°C, T =

35°C, T=40°C e T = 45°C ao longo do cultivo de 12 dias.

A Figura 4.22 representa os pontos experimentais com as respectivas curvas geradas pelo
ajuste destes pontos ao modelo de Dalsenter et al., (2005) e a Tabela 4.15 mostra os pardmetros

associados ao respectivo ajuste.
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Figura 4.22 — Curva de crescimento do Aspergillus niger ATCC 16404, em g de células por 100 g
de substrato em func¢io do tempo, nas temperaturas T = 28°C, T = 35°C, T =40°C e T = 45°C ao
longo do cultivo de 12 dias. As linhas continuas representam o ajuste do modelo de Dalsenter e

colaboradores (2005) aos dados experimentais.

Tabela 4.15 — Parametros de ajuste do crescimento ao modelo de Dalsenter e colaboradores (2005)

Equagdes (2.6)-(2.9), (R=0,922 e R?=0,850)

Parametro Valor Unidade

i 2,2644 dia™
T 0,0944 h!

n 0,5393 g/g

E, 117,67 kJ/mol
Eq 12,78 kJ/mol
A, 2,11x10" dia™
Aq 8,06 dia™

Sendo, py, velocidade méaxima de crescimento celular, Eg e E4 energia de ativacdo das

reacoes de sintese e degradagdo de F, F concentracdo adimensional de um componente intracelular,
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A e A4 fatores de freqiiéncia da equacdo de Arrhenius, e n o expoente da equacdo que representa o
modelo de ordem n de degradacdo do componente F.

Saucedo-Castafieda et al., (1990), trabalhando com uma metodologia diferente em condicdes
otimizadas em um reator obtiveram uma méaxima concentra¢do celular em 20h de fermentacdo e
como parametro associado a este crescimento celular obteve py, = 0,3 h',o presente trabalho obteve
um tempo de crescimento celular de 11 dias e um valor de velocidade maxima de crescimento
celular de py= 0,09h"". Raimbault et al., (1980), obteve para temperatura de 35°C, de forma
experimental e calculada py, = 0,31 h'e wm = 0,27 h', respectivamente. Parte da diferenca entre os
valores pode ser explicada pelo fato do farelo de trigo, utilizado nos experimentos dos autores, ser
um meio mais nutritivo que o utilizado neste experimento e pelo fato das condicdes utilizadas pelos
autores serem otimizadas.

A Tabela 4.16 apresenta os resultados do estudo cinético para a atividade invertdsica nas

temperaturas estudadas e estes podem ser melhor analisados na Figura 4.23.

Tabela 4.16 — Resultados do estudo cinético para a atividade invertasica nas condi¢des

otimizadas (A/T = 0,5 g/g; Umidade = 30 mL/30 g e Indculo = 0,25 g/100 g).

Tempo

Atividade (U/g) Atividade (U/g) Atividade (U/g) Atividade (U/g)
(dias) T=28 + 2°C T =35+0,5C T =40 £ 0,5°C T =45+ 0,5C
1 10,30 £ 0,6 12,70 +0,9 13,40 £ 1,00 7,70 £0,4
2 49,70 £0,9 52,770 £1,01 43,70 + 1,05 25,80+0,9
3 81,20 + 1,38 82,90 £ 1,43 62,80+ 1,16 38,70 £ 0,99
4 100,20 £ 1,76 107,50 £ 1,84 73,70 = 1,28 54,50 = 1,01
5 115,50 £ 1,83 120,30 £ 1,92 86,20 + 1,41 60,20 = 1,08
6 120,30 £ 1,95 132,70 + 2,33 92,30 + 1,67 66,70 + 1,11
7 123,70 £ 2,14 137,90 £ 2,45 98,40 £ 1,75 79,80 £ 1,17
8 125,20 £ 2,29 143,80 £2,94 100,10 = 1,82 82,10 +1,19
9 127,30 £ 2,35 149,20 £ 2,99 102,90 = 1,90 85,20 £2,03
10 129,20 £ 2,54 151,30 £ 3,08 103,70 + 1,93 87,70 £2,14
11 130,50 £ 2,87 155,80 £ 3,28 104,20 + 1,97 87,50 £2,12
12 130,90 + 3,06 155,20 £ 3,22 104,70 £ 2,01 89,00 £ 2,18

A/T = g de residuo de arroz utilizado /g total de substrato (massa de residuo de arroz + massa de residuo de maracujd), Umidade =
volume de sobrenadante do inéculo/quantidade de substrato utilizado no experimento, Indculo = concentragcdo de micro-organismos
(massa seca) . volume de diluicdo do sélido fermentado/massa de substrato.
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De acordo com a Figura 4.23 pode-se observar que a fermentacdo a temperatura de 35°C
apresentou uma atividade invertdsica superior as outras temperaturas analisadas para todo o tempo
em estudo, obtendo atividade maxima de 155,80 U/g no 11° dia da fermentacdo. Nas temperaturas
de fermentacdo de 28°C, 40°C e 45°C, nota-se na Figura 4.23 um aumento menor, mas crescente nas
atividades até o 12° dia de fermentacdo. Embora o aumento da atividade tenha sido observado ao
longo de todo tempo de fermentacdo tem-se que até o quarto dia, o crescimento da atividade
enzimdtica foi exponencial, obtendo aumentos nas atividades de 31%, 44%, 42% e 63% para as
temperaturas de 28°C, 35°C, 40°C e 45°C, respectivamente, e que apds o sexto dia de fermentacio o
aumento ocorreu de forma menos expressiva, com aumentos nas atividades de 9%, 17%, 13% e

33%, respectivamente, para as temperaturas de 28°C, 35°C, 40°C e 45°C.
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Figura 4.23 — Cinética da atividade invertdsica nas temperaturas T = 28°C, T =35°C, T=40°Ce T=
45°C ao longo de 12 dias.

2

Os resultados da atividade amildsica sdo apresentados na Figura 4.24 e na Tabela 4.17. E
possivel observar que exceto para 45°C a produgdo enzimética aumenta ao longo de todo intervalo
de tempo estudado. Para 45°C houve um decréscimo da atividade apés o sétimo dia de fermentagdo.
Assim ocorre a producdo de amilase de forma satisfatdria para temperaturas inferiores a 45°C sendo
que a melhor temperatura para produgio desta enzima é de 28°C e 35°C. Nota-se também que para

todas as temperaturas estudadas até o quarto dia de fermentacao o ritmo de crescimento da atividade
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diminui, sendo que para algumas temperaturas ele estabiliza e até ocorre uma reducdo da mesma,

como mencionado anteriormente.
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Figura 4.24 - Cinética da atividade amildsica nas temperaturas T = 28°C, T =35°C, T =

40°C e T =45°C ao longo de 12 dias.

Tabela 4.17 — Resultados do estudo cinético para a atividade amildsica nas condi¢des otimizadas

(A/T =0,5 g/g; Umidade = 30 mL/30 g e In6culo = 0,25 g/100 g).

Tempo Atividade (U/g)  Atividade (U/g)  Atividade (U/g)  Atividade (U/g)

(dias) T=28 + 2°C T =35+0,5C T =40 £ 0,5°C T =45+ 0,5C
1 4,20 +0,75 3,80 0,87 3,20 £0,75 2,70 0,58
2 7,00 £ 0,94 6,90 1,14 6,30 1,09 4,80 + 0,84
3 9,80 1,17 9,30 + 1,84 8,20+ 1,15 6,60 £ 0,98
4 11,10 + 1,51 10,20 1,99 9,70 + 1,28 7,30 1,00
5 12,10 + 1,96 11,40 2,05 10,10 + 1,85 8,80 +1,08
6 12,90 + 1,98 12,70 +2,13 10,30 + 1,98 9,20 +1,28
7 13,20 2,13 12,90 +2,19 10,30 + 1,97 9,70 £ 1,35
8 13,40 2,20 13,00 2,21 10,10 + 1,78 9,50 + 1,29
9 13,70 + 2,35 13,10 +2,29 10,00 1,76 8,90 +1,20
10 13,80 2,39 12,90 +2,22 10,10 + 1,80 7,50 + 1,16
11 14,00 + 2,41 12,70 £ 2,16 10,20 + 1,90 7,20 + 1,09
12 14,00 + 2,42 12,80 +2,18 10,20 + 1,87 6,80 £ 1,05

A/T = g de residuo de arroz utilizado /g total de substrato (massa de residuo de arroz + massa de residuo de maracujd), Umidade = volume
de sobrenadante do indculo/quantidade de substrato utilizado no experimento, Inéculo = concentragdo de micro-organismos (massa seca) .

volume de dilui¢do do sélido fermentado/massa de substrato.
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A cinética de atividade celuldsica para as temperaturas de 28°C, 35°C, 40°C e 45°C ¢

apresentada na Tabela 4.18 e Figura 4.25 que mostram que para todo intervalo de temperatura

estudado hd producdo da enzima, sendo que as maiores temperaturas favorecem uma maior

producdo da enzima. Para esta enzima observa-se que apds o quarto dia ocorreu um aumento na

atividade de 37%, 26%, 43% e 53%, respectivamente, para as temperaturas de 28°C, 35°C, 40°C e

45°C, e apds o sexto dia o aumento na atividade de 18%, 9%, 23% e 18%, respectivamente, para as

temperaturas de 28°C, 35°C, 40°C e 45°C, verificando que a taxa de crescimento da atividade ainda

€ consideravel.

Tabela 4.18 — Resultados do estudo cinético para a atividade celuldsica nas condigdes

otimizadas (A/T = 0,5 g/g; Umidade = 30 mL/30 g e Inoculo = 0,25 g/100 g).

Tempo Atividade (U/g)  Atividade (U/g)  Atividade (U/g)  Atividade (U/g)

(dias) T=28 +2°C T =35 +0,5°C T = 40 + 0,5°C T =45 +0,5C
1 2,10 £0,30 3,10 £0,33 420 +0,38 4,30 +0,41
2 3,80 0,39 5,20 £0,70 6,30 + 0,81 7,10 + 0,94
3 4,50 + 0,42 6,30 0,84 7,90 £ 1,20 8,40 1,30
4 5,10 0,65 6,80 0,92 8,80 + 1,46 9,20 +1,53
5 5,50 £0,74 7,30 1,00 9,00 + 1,52 10,10 + 1,64
6 5,90 0,79 7,90 + 1,19 10,20 + 1,68 11,90 + 1,92
7 6,30 £ 0,82 8,10 1,21 10,80 1,73 12,30 £ 1,95
8 6,70 £ 0,87 8,30 + 1,28 11,20 1,82 12,70 + 1,97
9 7,00 + 0,92 8,40 1,31 11,80 % 1,89 13,00 + 2,05
10 7,20 0,98 8,50 + 1,37 12,50 + 1,96 13,60 +2,12
11 7,20 0,96 8,60 + 1,40 12,70 1,99 13,80 +2,18
12 7,00 £ 0,92 8,60 + 1,43 12,60 + 2,02 14,10 £2,25

A/T = g de residuo de arroz utilizado /g total de substrato (massa de residuo de arroz + massa de residuo de maracujd), Umidade =
volume de sobrenadante do indculo/quantidade de substrato utilizado no experimento, Inéculo = concentragdo de micro-organismos

(massa seca) . volume de diluicio do sélido fermentado/massa de substrato.
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Figura 4.25 — Cinética da atividade celuldsica nas temperaturas T =28°C, T =35°C, T=40°Ce T

=45°C ao longo de 12 dias.

A Tabela 4.19 apresenta os resultados do estudo cinético para a atividade pectinase nas

temperaturas estudadas e estes podem ser melhor analisados na Figura 4.26.

Tabela 4.19 — Resultados do estudo cinético para a atividade péctindsica nas condicdes

otimizadas (A/T = 0,5 g/g; Umidade = 30 mL/30 g e Inoculo = 0,25 g/100 g).

Tempo Atividade (U/g)  Atividade (U/g)  Atividade (U/g)  Atividade (Ulg)

(dias) T=28 + 2°C T =35+ 0,5°C T =40 £ 0,5°C T =45+ 0,5C
1 2,50 £0,3 2,60 0,3 220+04 2,30 + 0,4
2 3,70+04 3,90 0,7 4,10 0,5 3,70 £0,6
3 430+0,5 4,50 £0,7 5,00 0,6 4,90 0,6
4 4,90 0,6 530£0,7 5,70 £0,6 550+0.8
5 530£0,6 570+0.8 6,30 0,8 6,60 £ 0,9
6 5,50 £0,7 6,20 £0,9 7,00 £0,9 7,60 £0,9
7 5,70 £0,7 6,90 1,0 7,60 0,9 8,80+ 1,0
8 6,00 0,9 7,20 0.8 7.80+0,9 9,80 1,1
9 6,10 £0.,8 7,70 £0.8 8,10+ 1,0 10,20 £ 1,3
10 6,30 0.8 8,10+0,9 8,50+ 1,1 10,70 + 1,4
11 6,50 £ 0,8 8,60 +0,9 8,90+ 1,2 10,50 + 1,4
12 6,50 £0,7 9,00 £0,9 9201,1 10,80 + 1,5

A/T = g de residuo de arroz utilizado /g total de substrato (massa de residuo de arroz + massa de residuo de maracuja), Umidade =
volume de sobrenadante do inéculo/quantidade de substrato utilizado no experimento, Inéculo = concentragdo de micro-organismos
(massa seca) . volume de diluicdo do sélido fermentado/massa de substrato.
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Nota-se na Tabela 4.19 e Figura 4.26 que para a cinética da atividade pectindsica o efeito da
temperatura na producdo desta enzima foi o mesmo observado no estudo da celulase, porém a
comparagdo entre o efeito das temperaturas nos casos de producio de pectinase e celulase mostra
que as maiores temperaturas geram um aumento na atividade quando se trata da enzima celulase.
Porém analisando com mais critérios os resultados nota-se que apds o oitavo dia os aumentos na
atividade foram de 8%, 25%, 18% e 10% para as temperaturas de 28°C, 35°C, 40°C e 45°C,
respectivamente, mostrando que apds esse tempo a taxa de crescimento da mesma reduz
significativamente para as temperaturas de 28°C, 40°C e 45°C e provavelmente um maior tempo de
fermenta¢do ndo seria economicamente vidvel. Para a temperatura de 35°C, deve-se avaliar o tempo

de fermentagdo até o nono dia, pois apds esse tempo, o aumento na atividade foi de 16%.
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Figura 4.26 — Cinética da atividade pectinésica nas temperaturas T = 28°C, T =35°C, T=40°Ce T
=45°C ao longo de 12 dias.

Analisando as respostas obtidas na cinética da atividade protedsica, apresentadas na Figura
4.27 e na Tabela 4.20, nota-se que ocorre perda de atividades de 30% para o sexto dia de
fermentagdo a 40°C e de 27% para o sexto dia de fermentacdo a 45°C. Também foi constatado que
as atividades a 28°C e 35°C foram muito préximos uma da outra para todos os tempos de
fermentacdo estudados. Os resultados mostram também que para todas as temperaturas entre 4 e 6

dias de fermentagdo a atividade foi praticamente constante.
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Figura 4.27 — Cinética da atividade protedsica nas temperaturas T = 28°C, T =35°C, T=40°Ce T
=45°C ao longo de 12 dias.

Tabela 4.20 — Resultados do estudo cinético para a atividade protedsica nas condi¢des

otimizadas (A/T = 0,5 g/g; Umidade = 30 mL/ 30g e In6culo = 0,25 g/100 g).

Tempo

Atividade (U/g) Atividade (U/g) Atividade (U/g) Atividade (U/g)

(dias) T=28 +2°C T =35 +0,5°C T = 40 + 0,5°C T =45 +0,5C

1 855,00 £ 0,9 725,00 £0,8 612,00 £ 0,6 427,00 £0,5
2 3.024,00+25 2773,00+1,8  1.75400+1,1  1.542,00+1,0
3 4.578,00 £ 3,6 4.255,00+34 2.857,00 2.4 2.518,00 £ 1,6
4 5.107,00 £ 3,9 5.007,00 £ 3,7 3.855,00£2,9 3.057,00 £2,5
5 5.152,00 £ 3,9 5.102,00 £ 3,8 3.821,00 £2,9 3.152,00 £2,5
6 5.203,00 £4,0 5.124,00 £3,8 3.840,00 £2,7 3.181,00 £2,6
7 5.274,00 £ 3,8 5.225,00 £3,8 3.513,00 £2,8 3.128,00 £2,6
8 5.397,00 £3,9 5.326,00 £3,9 3.325,00 £2,7 3.087,00 2.4
9 5.508,00 £4,10  5.457,00 £3,9 3.197,00 £2,7 2.752,00 £1,8
10 5.729,00 £4,20  5.558,00 £4,10 2.834,00 £ 2.4 2.598,00 £ 1,7
11 5.809,00 £4,20 5.637,00 £4,10 2.738,00 £2,5 2.454,00 £ 1,6
12 5.801,00+4.21 5.603,00+4,12 2.678,00+2,5  2.311,00+1,5

A/T = g de residuo de arroz utilizado /g total de substrato (massa de residuo de arroz + massa de residuo de maracujd), Umidade =
volume de sobrenadante do indculo/quantidade de substrato utilizado no experimento, Inéculo = concentragdo de micro-organismos

(massa seca) . volume de diluicdo do sélido fermentado/massa de substrato.
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Os resultados experimentais da condigdo otimizada no DCC (Tabela 4.14) quando
comparados aos da cinética nos testes preliminares para quatro dias de fermentacdo (95,5; 5,5 e
4,5 U/g de solido fermentado para as enzimas invertase, amilase e celulase, respectivamente), foram
superiores. Isto mostra, que a andlise conjunta das varidveis com a otimizacdo das mesmas foi um
estudo importante para determinar as condi¢des experimentais do processo fermentativo de
producdo das enzimas.

A Tabela 4.21 apresenta os resultados para quatro dias de fermentagdo a temperatura
ambiente (28 + 2°C), obtidos nas cinéticas (100,2; 11,10; 5,10; 5,90 e 5.107,00 U/g de sélido para
as atividades da invertase, amilase, celulase, pectinase e protease, respectivamente) € 0s
determinados experimentalmente no ponto de otimizagdo do DCC (Tabela 4.14), para todas as
enzimas estudadas. Comparando os resultados da Tabela 4.21 verifica-se que ndo houve alteracio
significativa dos mesmos. Este fato era esperado ja que as condi¢des experimentais foram as
mesmas, por outro lado isto mostra a reprodutibilidade dos experimentos. Adicionalmente, com
excecdo das enzimas celulase e pectinase pode-se produzir as demais enzimas avaliadas a
temperatura ambiente, para o caso do Brasil (temperatura proxima de 30°C), o que representa uma
boa economia de energia no processo. Notou-se também, que exceto para a celulase e pectinase
tempos de fermentacdo superiores a quatro dias provavelmente ndo seria economicamente vidvel

para producdo das enzimas invertase, amilase, celulase e protease.

Tabela 4.21 - Resultados para quatro dias de fermentac@o a temperatura ambiente (28 + 2°C) e no

ponto de otimizacdo experimental do DCC.

Invertase Amilase Celulase Pectinase Protease
(Ulg) (Ulg) (Ulg) (Ulg) (U/g)

Cinética

28 +2°C 100,20 11,10 5,10 4,90 5.107,00
Ponto de

otimizacao

experimental 109,27 10,67 5,83 5,02 5.051,20

do DCC

O Aspergillus niger em presencga dos substratos residuos do processamento de arroz e casca

de maracujd mostrou-se como potencial produtor das enzimas invertase, amilase, pectinase, celulase
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e protease, com destaque para esta ultima que apresentou uma producdo superior aos resultados
encontrados na literatura.
A Tabela 4.22 representa os parametros do modelo que descreve a geracdo de enzima como

funcdo do crescimento celular, massa celular e degradacdo enzimaética ajustado pela Equacgéo (4.11).

d—P=Zl.d—X+Zz.X—K”.A" 4.11)
dt dt

Sendo Z;*(dX/dt) a sintese enzimditica associada ao crescimento celular, Z,*X a sintese
enzimdtica ndo associada ao crescimento celular e K,*A" a velocidade de decomposi¢io da enzima.
A comparacdo entre as energias de ativacdo para degradagdo das enzimas e as energia de ativacdo
associada a degradacdo do componente F (Eq=12,78 kJ/mol) mostra que a temperatura tem um
efeito mais intenso nas células que na degradacdo enzimadtica. Este comportamento € condizente
com a constatagdo nos experimentos iniciais que indicavam que a produtividade diminui com o
tempo de fermentagdo, pois a atividade total enzimdtica reduz pela morte celular. Os valores de
energia de ativagdo também mostram que as enzimas pectinase e celulase sdo mais estiveis que as
enzimas invertase, amilase e protease. A Tabela 4.23 mostra a comparacdo entre os valores
encontrados neste trabalho e valores da literatura. A comparacdo entre os valores encontrados
mostra que a previsdo da estabilidade comparativa entre as diferentes enzimas prevista pelo modelo,

descrita anteriormente, € satisfatéria e que, também, os valores encontrados para as energias de

ativacdo sdo compativeis com os valores registrados na literatura para diferentes enzimas.
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Tabela 4.22 — Modelo descrito da produgdo enzimatica

Enzima Parametro Valor Unidade Qualidade do
ajuste
Z 16,7208 U R°=0,609
Z 7,8423e-09 U.dia™ R=0,78
Invertase Ay 3,1930e+08 dia™
Eu 91,4652 kJ/mol
n 0,3828
Z 1,6783 U R°=0,732
7> 0,001040 U.dia™ R=0,855
Amilase Au 1,15728e+15 dia™
E, 188,08 kJ/mol
n 1,66508
Z 1,1849 U R’=0,585
Z 0,0001579 U.dia™ R= 0,765
Celulase Ay 3,4211e+14 dia™
E, 206,41 kJ/mol
n 0,1864
Z 0,9110 U R’=0,79
Z 4,1x10™* U.dia™ R=0,891
Pectinase Ay 8,24x1 o' dia™
E, 215,20 kJ/mol
n 0,1327
7 87,8967 U R’=0,716
7 0,2213 U.dia™ R= 0,846
Protease Ay 2,3064e+14 dia™
E. 144,49 kJ/mol
n 0,1911

Christiane Pereira Rocha, 2010.
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Tabela 4.23 — Comparacio de Energia de ativag@o (Ea) de trabalhos encontrados na

literatura com o presente trabalho

Enzima Eu do presente Eu e micro-organismo de Referéncia
trabalho trabalho da literatura
4,056 kJ/mol Bhatti et al., 2006
Invertase 91,47 kJ/mol Fusarium solani
188,34 KJ/mol, Isla et al., 1995
Oryza sativa
171,98 kJ/mol, Pires et al., 2002
Amilase 188,08 kJ/mol Arracacia xanthorriza
23,29 klJ/mol, Sabapathy et al., 1992
Perna viridis
32,83 kJ/mol, Paraskevi e Greece,
Celulase 206,41 kJ/mol Alternaria alternata 1984
33 kJ/mol, Ng e Zeikus, 1981
Tricoderma reesei
215,22 kJ/mol, Aspergillus Sarioglu et al., 2001
Pectinase 215,20 kJ/mol aculeatus
212,54 kJ/mol, Aspergillus Mutlu et al., 1999
niger
0,32 kJ/mol, Bacillus Chopra e Mathur,
Protease 144,49 kJ/mol stearothermophilus 1985
267 kJ/mol, Actinidia Katsaros et al., 2009
chinensis
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5 - CONCLUSOES E SUGESTOES

5.1 - Conclusoes

Os resultados indicaram a potencialidade do emprego dos residuos das indistrias de
processamento do arroz e do maracuji, como substratos, abundante e de baixo custo, na sintese das
enzimas invertase, amilase, celulase, pectinase e protease por fermentacdo em estado solido,
utilizando a linhagem A. niger ATCC 16404. Dentro dos limites das varidveis estudadas, pode-se

concluir que:

» O meio de cultura contendo residuo de arroz e casca de maracuja é satisfatério para o
crescimento de Aspergillus niger na producdo das enzimas invertase, amilase, celulase,
pectinase e protease, sendo entre as cepas ATCC 16404, 1057 e 9029 a cepa ATCC 16404 a
mais adequada;

» Neste meio o crescimento do fungo pode ser quantificado de forma satisfatéria pelo modelo
logistico sendo que a produgdo de enzimas € mais favoravel para tempos de fermentacdo
inferiores a quatro dias;

» Os resultados mostraram que ocorreu maior produgdo de invertase e amilase para maiores
concentracdes de residuo de arroz e de celulase, pectinase e protease para maiores
concentracdes de casca de maracuji;

» Dentro da faixa estudada para as varidveis: A/T, umidade e concentragdo de indculo, foi
possivel obter regides de otimizacdo para a atividade das enzimas estudadas;

» Os testes de reprodutibilidade mostram que os experimentos realizados dentro da regido de
otimizagdo apresentaram valores proximos;

» E possivel produzir e analisar separadamente cada enzima, atendendo a diversos interesses.

Portanto, dentre as condi¢des experimentais empregadas e anélise obtida pelo delineamento
composto central, para a sintese das enzimas estudadas pelo Aspergillus niger, por fermentacdo em
estado solido, empregando residuos das industrias de processamento de arroz e de maracujé, foram:
A/T de 0,5, umidade de 30 mL/30g de substrato e concentracdo de inéculo de 0,25 g/100g de

substrato. Nessas condi¢des verificou-se que:
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» Obteve-se maior crescimento da biomassa e maior niimero de esporos para as temperaturas
de 35°C e 40°C, assim a temperatura 6tima para o crescimento celular estd entre 35°C e
40°C. Também ¢é possivel observar que a temperatura de crescimento 6timo esteja no
intervalo citado, embora o Aspergillus niger cres¢a de forma satisfatéria em todo intervalo
de temperatura estudado.

» Maior atividade invertasica foi obtida em fermentagdes feitas na temperatura de 35°C. Nas
temperaturas 28°C, 40°C e 45°C houve aumento menor mas crescente nas atividades até o
12° dia. Embora o aumento da atividade tenha sido observado ao longo de todo tempo de
fermentagdo tem-se que até o quarto dia o crescimento da atividade enzimdtica foi
exponencial e que apds o sexto dia de fermentacdo aumento ocorreu de forma menos
expressiva.

» Na produgio da enzima amilase, exceto para 45°C a produgdo enzimdtica aumenta ao longo
de todo intervalo de tempo estudado. Para 45°C houve um decréscimo da atividade apds sete
dias de fermentacdo. Assim ocorre a producdo de amilase de forma satisfatéria para
temperaturas inferiores a 45°C sendo que a temperatura 6tima para produgdo desta enzima é
inferior a 35°C. Nota-se também que para todas as temperaturas estudas apds o quarto dia de
fermentacdo o ritmo de crescimento da atividade diminui, sendo que para algumas
temperaturas ele estabiliza e até ocorre uma reducio da mesma.

» Os resultados para as atividades da pectinase e da celulase, mostram que para todo intervalo
de temperatura estudado a producdo das enzimas € satisfatoria, sendo que as maiores
temperaturas favorecem uma maior produgdo enzimética. Para a pectinase, apds o oitavo dia
0os aumentos nas atividades para as temperaturas de 28°C, 35°C, 40°C e 45°C foram
relativamente altos e apds este tempo a mesma reduz consideravelmente para as
temperaturas de 28°C, 40°C e 45°C e provavelmente um maior tempo de fermentacdo ndo
seria economicamente vidvel. Para a temperatura de 35°C, deve-se avaliar o tempo de
fermentag¢do até o nono dia, pois apds esse tempo, o aumento na atividade reduz. Para a
celulase observa-se que entre o quarto e o sexto dia a taxa de crescimento da atividade ainda
¢ satisfatdria.

» Para a enzima protease, obteve-se significativa perda de atividade enzimdtica para
temperaturas superiores a 40°C em tempos de fermentagdo superiores a quatro dias.
Também foi constatado que as atividades a 28°C e 35°C foram muito préximos uma da

outra para todos os tempos de fermentacdo estudados. Os resultados mostram também que
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para todas as temperaturas entre quatro e seis dias de fermentagdo a atividade foi
praticamente constante. Observa-se também que a alta atividade protedsica obtida deve ser
devido a alta concentracdo de proteina na mistura de residuos utilizados como substrato

(8,58%).

5.2 — Sugestoes

» Avaliar o desempenho de diferentes tipos de reatores no aproveitamento de residuos agro-
industriais para a producdo de enzimas por fermentacdo em estado solido utilizando
Aspergillus niger ou outra espécie de Aspergillus.

» Avaliar processos de separagdo para as enzimas produzidas;

» Testar formas de aplicacdo das enzimas produzidas de maneira conjunta sem a necessidade
de utilizagdo de processos de separacdo, tal como na hidrélise de residuos para producgéo de
etanol.

» Estudar formas de estabilizar o preparado enzimatico final.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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