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RESUMO

AMBROZIM, Flaviane Mendonca. Estudo das Condi¢cdes de Fermentacdo em
Estado Sdlido para Producdo de Celulases Utilizando Biomassa de Cacau.
2019. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia Quimica) — Universidade Federal do
Espirito Santo, Alegre, ES. Orientadora: lara Reboucas Pinheiro. Coorientador:

Wellington Betencurte da Silva.

As celulases sdo enzimas empregadas em diversos segmentos da industria, e
dentre suas aplicacbes destaca-se a producdo de biocombustiveis a partir da
hidrélise enziméatica de materiais lignocelulésicos, oriundos de residuos
agroindustriais (cascas de cacau, café, coco, e outros). Contudo, o maior obstaculo
para a expansdo e comercializacdo dessa producdo corresponde ao alto valor do
custo de produgcdo das celulases. Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi
estudar as condicdes de fermentacdo em estado soélido utilizando o fungo
filamentoso Trichoderma harzianum para a producdo de celulases aplicando
biomassa de cacau como substrato. Cultivos em frascos erlenmeyer foram
realizados para avaliar a influéncia do teor de umidade, na faixa entre 50 e 70%, e
da propor¢cdo de casca de cacau (CC), na faixa entre 40 e 60%, aplicando um
planejamento experimental 32, tendo como varidvel de resposta a atividade
enzimatica FPase. A influéncia da aeracdo na producédo das enzimas foi avaliada,
em cultivos com farelo de trigo e bagaco de cana, a partir da medida da atividade
enzimatica FPase nos cultivos em colunas Raimbault com aeracdo forcada,
comparando com cultivos estaticos sob mesmas condi¢cdes. Obteve-se atividade
enzimatica FPase maxima de 1,85 U/gms com 60% de CC e 70% de umidade em
120 horas de cultivo em frascos, para os quais a umidade foi o fator que causou o
maior efeito. Nas fermenta¢gdes em colunas, a atividade FPase alcancou 5,40 U/gms
contra 3,50 U/gms na fermentacdo estatica, correspondendo a um aumento de
51,3%. Portanto, a CC se mostrou promissora como substrato para produgao de
celulases por FES e a aeracdo forcada possibilitou a obtencdo de atividades

enzimaticas maiores, confirmando assim sua forte influéncia em processos de FES.

Palavras-chave: Trichoderma harzianum, reaproveitamento de residuos, colunas de

Raimbault, planejamento experimental.



ABSTRACT

AMBROZIM, Flaviane Mendonca. Study of Solid State Fermentation Conditions
for Cellulase Produciton Using Cocoa Biomass. 2019. Dissertation. (Master
degree in Chemical Engineering) — Federal University of Espirito Santo, Alegre, ES.

Adviser: lara Reboucas Pinheiro. Co-adviser: Wellington Betencurte da Silva.

The cellulases are enzymes used in several segments of the industry, and among its
applications the production of biofuels using the enzymatic hydrolysis of
lignocellulosic materials, from agroindustrial residues (cocoa, coffee, orange, and
others peels) is noteworthy. However, the major obstacle to the expansion and
commercialization of this production corresponds to the high cost of cellulases
production. In this context, the aim of this work was to study the solid state
fermentation conditions using the filamentous fungus Trichoderma harzianum for
cellulases production and applying cocoa biomass as substrate. Cultures in
erlenmeyer flasks were carried out to evaluate the influence of moisture content, in
the range of 50 to 70%, and of the proportion of cocoa peel (CP), in the range of 40
to 60%, applying an experimental design 32, being the enzymatic activity response
variable. The influence of aeration, using wheat bran and sugarcane bagasse, on
enzyme production was evaluated by measuring the FPase enzymatic activity in
Raimbault columns with forced aeration, comparing with static cultures under the
same conditions. A maximum FPase enzyme activity of 1.85 U/gds was obtained with
60% CP and 70% of moisture in 120 hours of culture in flasks, for which moisture
was the factor that caused the greatest effect. In the column fermentations, FPase
activity reached 5.40 U/gds against 3.50 U/gds in the static fermentation,
corresponding to an increase of 51.3%. Therefore, CC proved to be promising as a
substrate for FES cellulase production and forced aeration made it possible to obtain

larger enzymatic activities, thus confirming its strong influence on FES processes.

Keywords: Trichoderma harzianum, reuse of waste, Raimbault columns,

experimental design.
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1 INTRODUCAO

Os materiais lignocelulosicos estdo abundantemente disponiveis no planeta, sendo
constituidos por trés componentes basicos: a celulose, presente em maior propor¢cao
(35 — 50%), a hemicelulose e a lignina, as quais figuram em quantidades variando de
25 a 30% e de 5 a 30%, respectivamente (BEHERA et al., 2017; JUTURU; WU,
2014). A celulose consiste em um polimero linear formado pela repeticdo de
moléculas de glicose, unidas por ligagdes B-1,4 glicosidicas (BEHERA et al., 2017,
PAYNE et al., 2015).

As celulases séo as Unicas enzimas capazes de hidrolisar as ligacfes existentes na
molécula de celulose, desprendendo as unidades de glicose (LYND et al., 2002). Por
esse motivo, as enzimas celuloliticas sdo aplicadas em diversos segmentos
industriais, como nas areas téxtil, de detergentes, de papel e celulose, de alimentos,
dentre outras (BEHERA et al., 2017; ZHANG; ZHANG, 2013). Além disso, a
aplicacdo mais visada para essas enzimas atualmente consiste na producdo de
bioetanol a partir de residuos celuldsicos, conhecido como etanol de segunda

geragao.

Contudo, o alto custo de producédo das enzimas e consequentemente o impacto
econdmico da aplicacdo destas na etapa de hidrélise dos materiais lignocelulésicos,
corresponde a um dos principais empecilhos do processo de producdo do etanol de
segunda geracao (IDRIS et al., 2017). Dessa forma, € desejavel realizar a producao
enzimatica em um processo de baixo custo, a fim de reduzir o preco final do etanol
proveniente de fontes lignocelulésicas, tornando-o, assim, economicamente
competitivo (SHARMA et al., 2016).

Nesse contexto, uma alternativa € produzir as celulases por fermentacdo em estado
sélido (FES), empregando residuos agroindustriais como suporte e fonte de
nutrientes para o crescimento celular. Essa € uma das vantagens consideraveis
desse processo, uma vez que o Brasil € um pais cuja economia € majoritariamente
baseada na agricultura, quantidades expressivas de residuos sdo geradas todos o0s
anos. Além disso, os residuos possuem baixo valor comercial e geralmente sao

descartados de maneira inadequada, portanto, associando-se com sua composicao
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lignoceluldsica, tem-se um material com potencial para aplicagdes como substrato

na producéo de celulases por FES.

Dentre os residuos produzidos no Brasil, tem-se aqueles oriundos da agroindustria
cacaueira, que em 2018 produziu mais de 255,1 mil toneladas de améndoas de
cacau, parte de fruto que corresponde a apenas 10% da sua massa, gerando,
assim, mais de 2,5 milhGes de toneladas de residuos (IBGE, 2019). Comumente, a
biomassa de cacau é reaproveitada para ragdo animal e compostagem, porém
alguns componentes da casca do fruto podem ser tdxicos para 0s animais e
ocasionar a disseminacéo de pragas nas lavouras (SILVA NETO et al., 2001). Dessa
forma, ratifica-se a necessidade da busca por alternativas para o reaproveitamento

desse residuo.

A FES consiste em um processo fermentativo, cujo ambiente apresenta pouca ou
nenhuma agua livre, porém em uma quantidade que seja suficiente para atender as
demandas metabdlicas do microrganismo (PANDEY, 2003). As condi¢cdes de
fermentacdo utilizadas influenciam no crescimento microbiano e, consequentemente,
na producdo das enzimas. Dentre os fatores que influenciam na FES, tem-se a
aeracdo, que esta diretamente relacionada a disponibilidade e a transferéncia de

oxigénio no meio de cultivo.

Diante disso, o emprego de aeracdo forcada em FES é capaz de melhorar a
respiracdo microbiana e promover maior crescimento celular, o que demanda a
selecdo do biorreator adequado. Em escala laboratorial, podem ser utilizadas as
colunas de Raimbault, que correspondem a biorreatores de leito fixo, em que ar
umido é inserido na FES pela base da coluna e ascende ao longo do leito,
promovendo a oxigenac¢do do meio e a remoc¢ao de produtos oriundos da respiracao
(calor e gas carbbdnico) (DURAND, 2003; FARINAS, 2015).

Nesse contexto, este trabalhou estudou uma alternativa para reduzir o custo de
producdo das enzimas celuloliticas e, consequentemente, o seu valor comercial, a
partir da utilizacdo de residuos da agroindustria cacaueira como substrato em um
processo de FES. Vale salientar que a publicacdo de dados relacionados ao uso de
residuos de cacau para producdo de celulases é bastante escasso na literatura
cientifica. Além disso, a diferenca na producdo enzimatica que pode ser causada
pelo emprego da aeracédo forcada em colunas de Raimbault foi investigada, por meio
de FES utilizando uma mistura de farelo de trigo e de bagaco de cana-de-agucar.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo principal deste trabalho foi estudar a producdo de enzimas celuloliticas
por meio do processo de fermentacdo em estado solido, utilizando biomassa de

cacau como substrato.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a producdo de celulases pelos microrganismos Trichoderma
harzianum 10C-4127 e 10C-3844 por FES em frascos erlenmeyers, com meio
sélido composto por biomassa de cacau e bagaco de cana-de-acgucar;

e Verificar a influéncia do teor de umidade e da concentracdo de casca de
cacau na producdo das celulases em cultivos de FES realizados em frascos
erlenmeyers, aplicando um planejamento experimental,

¢ Montagem de aparato experimental para FES utilizando biorreatores colunas
de Raimbault;

e Comparar cultivos de T. harzianum 10C-4127 e 10C-3844 com aeracao
forcada e aeracdo natural, utilizando farelo de trigo e bagaco de cana-de-
acucar, e avaliar a influéncia da aeracao na producao das enzimas a partir da

medida da atividade enzimatica FPase.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ENZIMAS CELULOLITICAS

As enzimas sdo consideradas essencials para a vida por atuarem como
catalisadores das rea¢fes bioguimicas, que, embora sejam termodinamicamente
favoraveis, ocorrem lentamente. A atuacdo das enzimas relaciona-se apenas ao
aumento da velocidade de reacdo devido a diminuicdo da energia de ativacdo, nao
alterando, portanto, o equilibrio quimico. O substrato liga-se a enzima no sitio ativo,
onde a sua transformacédo quimica acontece e os produtos séo liberados (CUESTA
et al., 2015).

Comumente, as enzimas atuam em reaclOes especificas e sdo classificadas de
acordo com essas reacdes. Assim, as celulases estdo inseridas na classe das
hidrolases, enzimas que clivam ligacdes covalentes utilizando a &agua, e na
subclasse das glicosilases, ou seja, atuam em compostos formados a partir de
subunidades de glicose (NELSON; COX, 2014).

A atuacdo das enzimas celuloliticas ocorre na molécula de celulose, polimero
fibroso, resistente e insollvel a agua e principal constituinte da parede celular dos
vegetais, conferindo-lhe forca e rigidez. A celulose é constituida por 3.500 a 10.000
moléculas de glicose unidas por ligacdes B-1,4-glicosidicas, em que cada molécula
se liga a seguinte com orientacdo de 180°, formando cadeias ndo ramificadas. Essas
cadeias sdo alinhadas paralelamente entre si, e ocorrem ligagdes de hidrogénio inter
e intra cadeias, formando regides cristalinas. Apesar disso, existem também regides
B-1,4-glicosidicas que ndo apresentam ordenacdo espacial, configurando regifes
amorfas (JUTURU; WU, 2014; KUHAD et al, 2016; NELSON; COX, 2014
STICKLEN, 2008).

Na Figura 1(a) tem-se representacéo das estruturas quimicas da celobiose, formada
por duas moléculas de glicose unidas por ligagdes B-1,4; (b) do polimero celulésico,
formado a partir da repeticdo da celobiose; e (c¢) do arranjo dessas cadeias em
paralelo, com ligacGes de hidrogénio intra e inter-cadeias.
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Figura 1 — Representacdo das estruturas quimicas da (a) celobiose, da (b) molécula de

celulose e das (c) ligagbes de hidrogénio intra e inter cadeias.
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Fonte: Adaptado de Marabezi (2009).

As celulases distinguem-se de outras enzimas do grupo das glicosil-hidrolases
devido a sua capacidade de hidrolisar as ligacBes [B-1,4-glicosidicas entre os
residuos de glicose existentes na molécula de celulose (LYND et al., 2002). Por esse
motivo, diversos segmentos industriais empregam as celulases em parte do seu
processo, como as industrias de detergentes, de papel e celulose, téxtil, de
alimentos e adicdo a racao animal para favorecer a digestibilidade ( BEHERA et al.,
2017; SHARMA et al., 2016; ZHANG; ZHANG, 2013).

Além disso, o uso das celulases esta evidente na producdo de biocombustiveis a

partir de materiais lignocelulésicos, em que as enzimas promovem a digestdo da
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biomassa, liberando aclUcares para a fermentacdo. A Figura 2 apresenta um

esquema desse processo.

Figura 2 — Esquema da converséo de biomassa em biocombustiveis.
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Inicialmente, a biomassa vegetal € submetida a um pré-tratamento para remocéo da
lignina e hemicelulose, jaA que a combinacdo desses componentes forma um
revestimento em torno das fibras de celulose, dificultando o acesso das enzimas
(MCMILLAN, 1994). Ap6s o pré-tratamento, a insercdo das celulases ao processo
promove a hidrolise enzimética da biomassa, em que a celulose é sacarificada em
acucares fermentesciveis. Na etapa final do processo, os aclUcares gerados na
hidrolise sdo utilizados para a fermentagdo, que tem como produto principal o

biocombustivel.

A hidrélise enzimatica da biomassa consiste em um avanco tecnoldgico em relagéo
a hidrélise acida, uma vez que séo utilizadas condi¢cdes operacionais mais brandas
(50 °C, pH 4,8 e pressdo atmosférica). Além disso, a hidrolise acida gera um
hidrolisado com alto teor de toxicidade, o que prejudica o metabolismo celular (BON,
GIRIO, PEREIRA JUNIOR, 2008).

No entanto, a viabilidade econdmica desse processo € o principal fator limitante para
0 seu emprego em larga escala, visto que as celulases apresentam um elevado
valor de mercado. Esse valor € decorrente do custo de producdo, que envolve
processos de fermentacdo submersa, os quais originam produtos finais com baixa
concentracdo e que necessitam de etapas adicionais de concentracdo purificagao
SRIVASTAVA et al., 2018). Além disso, normalmente as celulases também precisam

ser importadas, 0 que agrega ainda mais valor ao seu custo de aquisi¢cao.
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3.1.1 Classificacao das celulases

A converséo efetiva de celulose em acgucares sollUveis s6 é possivel quando as
enzimas que compdem o complexo celulolitico estiverem disponiveis nas proporgdes
adequadas, atuando sinergicamente. Esse sistema enzimatico € composto,
basicamente, pelas endoglicanases (EC 3.2.1.4), exoglicanases (EC 3.2.1.91) e -
glicosidases (EC 3.2.1.21) (WANG et al., 2014).

As endoglicanases (EnG) sdo responsaveis por iniciar o processo de hidrolise,
atuando aleatoriamente nas regides internas da estrutura amorfa da molécula de
celulose. Dessa maneira, novas extremidades sdo formadas na cadeia, sendo um
terminal redutor e outro ndo-redutor. Além disso, séo liberados compostos menores,
oligossacarideos de diversos graus de polimerizacdo (CASTRO; PEREIRA JUNIOR,
2010; LYND et al., 2002; SAHA; BOTHAST, 1997; SHARMA et al., 2016; ZHANG;
ZHANG, 2013).

As exoglicanases (ExG) atuam nos terminais redutores e ndo-redutores das cadeias
de polissacarideos da celulose de maneira sucessiva. Neste grupo, encontram-se as
glicano-hidrolases (GH), responsaveis por liberar glicose diretamente do polimero, e
as celobiohidrolases (CBH), que participam da hidrélise primaria da fibra, além de
serem capazes de transformar regides cristalinas da molécula em regides amorfas.
Dessa forma, os produtos principais obtidos pela atuacdo das ExG séo a glicose e a
celobiose (LYND et al., 2002; ZHANG; ZHANG, 2013; ZHANG; LYND, 2004).

As [B-glicosidases (BG) tém a funcéo de hidrolisar os oligossacarideos sollveis em
glicose (CASTRO; PEREIRA JUNIOR, 2010; LYND et al., 2002). Dentre esses
oligossacarideos encontra-se a celobiose, produto que geralmente inibe a atividade
da CBH. Assim, as BG séo indispensaveis para o funcionamento eficiente do
sistema de enzimas celuloliticas (SAHA; BOTHAST, 1997).

A sinergia consiste no efeito causado pela atuagdo conjunta das enzimas
componentes do complexo celulolitico, 0 que proporciona um maior rendimento do
processo quando comparado com as somas dos rendimentos individuais das
enzimas. Sao reportados, basicamente, os seguintes tipos de sinergia: (i) EnG-ExG,
em que acgao da EnG libera terminais para que a ExG possa atuar; (ii) EXG-ExG, em
gue os terminais redutores e nao redutores sao atacados pelas CBH; (iii) EnG-BG e

ExG-BG, em que a BG hidrolisa os produtos liberados pelas EnG e ExG, que podem
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atuar como inibidores de determinadas etapas do processo de hidrdlise (CASTRO;
PEREIRA JUNIOR, 2010; LYND et al., 2002).

Nesse contexto, os rendimentos de EnG, ExG e BG obtidos durante o processo
produtivo de enzimas devem ser suficientes para que ocorra o efeito de sinergia na
sacarificagdo de materiais celuldsicos. Isso envolve a selecdo adequada de

parametros de processo que favorecam a producado dos trés tipos de enzimas.

A Figura 3 apresenta um esquema da atuacao das enzimas do complexo celulolitico

na molécula de celulose.

Figura 3 — Esquema do mecanismo de a¢éo das enzimas do complexo celulolitico.
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A guantificacdo das enzimas que constituem o complexo celulolitico é realizada pela
atividade enzimatica, que pode ser referente a EnG, EXG e BG de maneira individual
ou a celulase total, que envolve a atuagcéao conjunta das enzimas. A determinacao da

atividade enzimatica € realizada a partir da quantidade de acucares liberados nas
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reacdes de hidrélise, sendo que em cada uma das atividades € utilizado um
substrato especifico e as atividades sdo nomeadas de acordo com esse substrato
(CMCase, Avicelase, Celobiase e FPase). A unidade internacional (U) para atividade
enzimatica corresponde a quantidade de enzima que libera 1 umol de acuUcares

redutores por minuto na reacao de hidrdlise.

As EnG tém sua atividade medida a partir da degradacdo da carboximetilcelulose
(CMC), polimero soluvel derivado da celulose, em que as enzimas tém facil acesso
as ligacdes nas quais atuam. A atividade de ExG é estimada utilizando Avicel, que
apresenta alta razdo terminal/ acessibilidade. Para determinar a atividade de BG
emprega-se a celobiose como substrato da reagdo enzimatica, uma vez que
consiste no principal produto que deve ser degradado por essa enzima. A atividade
de celulases total representa as atuacdo das trés enzimas que compdem O
complexo celulolitico e sua medida é realizada utilizando um substrato insolavel, tal
qual o papel filtro Whatman n°® 1.(GHOSE, 1987; ZHANG; HONG; YE, 2009).

3.2 PRODUCAO DE ENZIMAS CELULOLITICAS

As celulases sdo produzidas por um diversificado conjunto de bactérias e fungos,
aerobios e anaerobios, mesofilicos e termofilicos, utilizando como estratégia de
producdo tanto a fermentacdo submersa (FS) quanto a fermentacdo em estado
sélido (FES) (KUHAD et al., 2016; ZHANG; ZHANG, 2013). No entanto, apenas um
pequeno numero desses microrganismos produz niveis elevados de celulase
extracelular capazes de solubilizar a celulose cristalina. Outrossim, poucos deles tém
habilidade de excretar as trés enzimas integrantes do complexo celulolitico,
dificultando a conversdo completa da celulose em acucares fermentesciveis
(KUHAD et al., 2016).

Embora fungos e bactérias sejam eficientes produtores de celulases, a utilizacdo dos
fungos para esse processo € mais aplicada, uma vez que esses microrganismos
secretam quantidades elevadas de celulases para o meio, o que facilita a extracéo e
a purificacdo das enzimas (KUHAD et al., 2016). No ambito industrial, as celulases

comerciais sdo produzidas com base na utilizacdo de espécies dos géneros
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Trichoderma e Aspergillus (BRETHAUER; STUDER, 2015; ZHANG; ZHANG, 2013)

em processos de FS.

A FS caracteriza-se por possuir elevada quantidade de &gua livre no meio de cultivo,
onde os substratos estdo solubilizados. Comumente, esse tipo de estratégia de
fermentacdo é aplicado na producédo industrial de celulases, visto que o meio
homogéneo facilita a reprodutibilidade, o monitoramento e o controle do processo,
em detrimento da FES. Além disso, em meio liquido ha maior facilidade na
transferéncia de massa, calor e oxigénio (CASCIATORI, 2015).

Os fungos filamentosos também sdo o0s microrganismos mais empregados nos
processos de FES, devido a semelhanca existente entre 0 ambiente fermentativo e o
seu habitat natural. Os fungos crescem nas superficies das particulas do material e
os filamentos penetram os espacos vazios ao longo da matriz sélida, em direcdo ao
interior do leito, aumentando assim a acessibilidade aos nutrientes presentes no
substrato. (PANDEY, 2003; RAIMBAULT, 1998). Outro fator que favorece o emprego
de fungos para FES é a boa tolerancia que esses microrganismos apresentam em
relacdo a ambientes com baixa atividade de &agua e alta pressdo osmotica
(RAIMBAULT, 1998; THOMAS; LARROCHE; PANDEY, 2013).

3.2.1 Fungos produtores de celulases

Inimeras espécies de fungos sdo capazes de produzir as enzimas do complexo
celulolitico. Observa-se que na literatura cientifica existe um extenso numero de
estudos que abordam a producéo de celulases utilizando fungos, a partir de variadas
fontes de energia e nutrientes, tanto em FES quanto em FS. A Tabela 1 apresenta
alguns fungos capazes de excretar celulases, utilizando diferentes substratos e
condicdes de fermentagéao.

A grande dificuldade da producdo de celulases estd na excrecdo dos teores
adequados de cada enzima componente do complexo enzimatico. Assim, verifica-se
a necessidade de aumento da produtividade a partir de diferentes métodos
(KUHAD et al., 2016; YOON et al.,2014).
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A selecédo das condi¢cdes de fermentacdo ideais para a producdo de celulases é
essencial, contudo existem outros meétodos capazes de aprimorar a producao
dessas enzimas. Pode-se realizar a modificacdo genética de cepas, aumentando o
rendimento das celulases e a qualidade dessas enzimas; a realizacdo de co-culturas
de diferentes cepas produz sistemas enzimaticos mais completos, o que é favoravel
para a hidrélise; e a aplicacdo do biorreator mais adequado, o que pode reduzir

problemas de transferéncia de calor e massa (YOON et al.,2014).

Nesse contexto, Chandra et al. (2009) desenvolveram uma cepa mutante de
Trichoderma citrinoviride e obtiveram aumento no nivel de todas as enzimas
excretadas. Fang e Xia (2013) verificaram aumento de 5,4 vezes nas atividades
enziméticas de CBH e 4,3 vezes na atividade de FPase, ao realizar a modificacdo
genética de uma cepa de Trichoderma reesei. Além disso, a hidrélise enzimatica a

partir dessas enzimas foi mais eficiente do que a partir da cepa original.
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Tabela 1 — Fungos produtores de celulases empregando diferentes substratos e condi¢cdes de cultivo e seus respectivos resultados.

Fungo

Substrato

Condicdes de

fermentacéo

Atividades o
o Referéncia
enzimaticas

Acremonium celullolyticus CF-
2612

Palha de arroz

FS, frasco, 220 rpm,
30 °C, 7 dias.

CMCase: 353 U/mL

(HIDENO et al., 2011)
FPase: 10,8 FPU/mL

Aspergillus fumigatus Z5

Palha de milho

FES, frasco, umidade:
80%, pH 4,0, 50 °C, 4 dias

CMCase: 526,3 U/gms

(LIU, D. et al., 2011)
FPase: 144,6 U/gms

Aspergillus niger NS-2

Farelo de trigo

FES, frasco, umidade:
60%, 30 °C, 10 dias

CMCase: 310,6 U/gms
FPase: 16,8 U/gms (BANSAL et al., 2012)
BGL: 33 U/gms

Aspergillus niger CKB

Residuo téxtil

FES, placas de Petri, pH
7,29, umidade: 78%,
28 °C, 6 dias

FPase: 1,56 Ulg (HU et al., 2018)

Aspergillus niger

Farelo de cacau

FES, frasco, atividade de
agua 0,976, 30°C, 72 h

CMCase: 14,38 U/mL

(SANTOS et al., 2013a)
FPase: 7,83 U/mL

Penicillium decumbens ML-
017

Farelo de arroz

FES, pH 5,7,
umidade:72%, 30 °C,72 h

FPase: 5,76 Ul/g (LIU, Y-T. et al., 2011)

Penicillium echnulatum S1M29

Capim elefante

FS, frasco, 180 rpm, 28 °C

CMCase: 3,3 Ul/ mL

(SCHOLL et al., 2015)
FPase: 0,37 Ul/ mL
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(continuacéo)

Penicillium oxalicum IODBF-5

Avicel e Farelo de trigo

FS, reator agitado, 7 L,

1 vvm até 72 h, 1,5 vvm

apos 72h, pH 5,0, 28 °C,
96 h

FPase: 1,29 FPU/ mL

(SAINI et al., 2015)

Trichoderma harzianum
HBAQO3

Esgoto doméstico

FS, coluna de bolhas 5 L,
30°C, 1vvm, 144 h

CMCase: 8,3 U/mL
FPase: 1,46 U/mL

(LIBARDI et al., 2017)

Trichoderma harzianum IOC-
3844

Bagaco de cana-de-

acucar

FS, frasco, 200 rpm,
30°C,72h

CMCase: 6,358 U/L
FPase: 445 U/L
BGL: 742 U/L

(CASTRO et al., 2010)

Trichoderma harzianum
KUC1716

Palha de cevada

FS, frasco, 27 °C, 150

rpm, 7 dias

FPase: 0,60 U/ mL

(LEE et al., 2017)

Trichoderma koningii
AS3.4262

Residuos da industria

de vinagre

FES, frasco, pH 5,0
umidade: 50%, 30 °C, 84 h

CMCase: 23,76
Ul/gms
FPase: 6,90 Ul/gms

(LIU; YANG, 2007)

Trichoderma koningii INCQS
40331 (CFAM 422)

Bagaco de cana-de-

acucar

FES, frasco, umidade:
50%, 28 °C, 3 dias.

CMCase: 8,199 Ul/gs

(SALOMAO, 2017)

Trichoderma reesei LCB 48

Residuo de acerola

FES, frasco, 30 °C,
umidade: 45%, 216 h

CMCase: 1,25 U/gs

(MELO, 2016)

Trichoderma reesei RUT C-30

Farelo de trigo

FES, bandejas, umidade:
57%, 30 °C, 14 dias

CMCase: 457 Ul/gms

(IDRIS et al., 2017)
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3.3 FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO (FES)

O processo fermentativo no qual os microrganismos sao cultivados em um ambiente
com auséncia, ou proximo da auséncia, de 4gua livre é definido como fermentagéo
em estado solido (FES). Vale ressaltar que o substrato deve apresentar umidade
suficiente para garantir o crescimento celular e as atividades metabdlicas do
microrganismo (FARINAS, 2015; PANDEY, 2003; RAIMBAULT, 1998; SOCCOL et
al., 2017).

Existem dois tipos de sistemas de FES, de acordo com a natureza e fungéo do meio
sélido no processo: (i) o material solido é de origem natural e tem as funcbes de
suporte e de fonte de energia e nutrientes; e (ii) o material solido funciona apenas
como um suporte fisico inerte, impregnado com um meio liquido (OOIJKAAS et al.,
2000; PANDEY, 2003; RAIMBAULT, 1998; SOCCOL et al., 2017). A matriz sélida
deve apresentar grande area por unidade de volume, para que ocorra o crescimento
microbiano na interface soélido-gas (RAIMBAULT, 1998).

De uma maneira geral, quando comparada com a FS, a FES apresenta inUmeras
vantagens, tanto do ponto de vista ambiental quanto do econdémico. Por se tratar de
um processo conduzido na auséncia de agua livre, hd& um consumo minimo de agua
e, consequentemente, uma baixa producédo de efluente aquoso (FARINAS et al.,
2011; HOLKER; LENZ, 2005). Além disso, ndo € necessario utilizar agentes
antiespumantes e, em determinadas situacdes, € possivel realizar o processo de
FES em condi¢Bes semi-estéreis, reduzindo a demanda por energia e equipamentos
para esterilizacdo (HOLKER; LENZ, 2005). Pode-se citar, ainda, que a FES
demanda baixo investimento e consiste em um processo de facil operacao,

dispensando mao-de-obra qualificada (IDRIS et al., 2017).

No caso da producdo de enzimas, a FES fornece maiores produtividades
volumétricas, uma vez que dispde de um meio de cultivo mais concentrado, € um
processo menos suscetivel a problemas de inibicdo pelo substrato e as enzimas
produzidas apresentam maior estabilidade em relagdo a temperatura e ao pH
(HOLKER; LENZ, 2005).

Uma vantagem consideravel da FES é a utilizacdo de residuos agroindustriais como
substrato e suporte para o crescimento microbiano. Esses residuos sao subprodutos

oriundos da atividade agricola, gerados em grandes quantidades e apresentam
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baixo valor comercial. A disposicéo desse residuo sem o tratamento adequado pode

ocasionar problemas ambientais e proliferacdo de doencas.

Na literatura cientifica, inameros estudos a cerca da producéo de celulases por FES
podem ser encontrados. Nesses estudos, sdo empregados 0s mais variados tipos de
residuos e diferentes tipos de microrganismos capazes de produzir essas enzimas.
Dentre os residuos utilizados, o bagaco de cana-de-acucar (BC) esta disponivel em
maior quantidade, podendo ser empregado em FES como fonte de energia ou como
suporte inerte natural. A aplicagcdo do BC como suporte inerte fornece condi¢cdes
aerObicas homogéneas ao longo do reator, impedindo o empacotamento do
substrato, além de facilitar a extracdo dos produtos (OOIJKAAS et al., 2000;
PANDEY et al., 2000).

Farinas et al. (2008) avaliaram a producdo de celulases com Aspergillus niger
utilizando quatro diferentes residuos agroindustriais como substratos: bagaco de
cana, bagaco de laranja, casca de arroz e farelo de soja. Os melhores resultados
foram de 6,65 FPU/g e 5,25 Ul/g para B-glicosidase, ambos em farelo de soja. Ja a

melhor atividade CMCase (12,76 Ul/g) foi alcancada com o bagaco de laranja.

Oliveira Junior (2014) utilizou uma mistura de 50% de bagago de coco e 50% de
pedunculo de caju como substratos para a producdo de celulases por fermentacao
semissélida, com Penicillium chrysogenum. Os melhores resultados encontrados
foram 0,294 Ul/mL para a CMCase e 0,058 Ul/mL para a FPase.

Kilikian et al. (2014) estudaram a producdo de celulases por diferentes fungos
filamentosos, sendo os cultivos sélidos desenvolvidos utilizando bagaco de cana,
farelo de trigo e farelo de soja. A maior atividade FPase encontrada foi 10,6 U/gms,
em meio soélido coonstiuido por uma mistura de 10% de farelo de soja e 90% de

bagaco de cana, com o fungo Myceliophthora thermophila.

Brito (2015) avaliou a capacidade da producdo das enzimas celuloliticas pelo
microrganismo Aspergillus oryzae, a partir da fermentagdo em estado solido da
casca de arroz e casca de amendoim. As maiores atividades enziméticas obtidas
foram para a casca de amendoim, sendo 4,29 U/mL de atividade CMCase e
0,400 U/mL de atividade FPase.

Ortiz et al. (2015) estudaram a possibilidade de utilizar os residuos agroindustriais

farelo de trigo, casca de algodéo, feno de alfafa, dente de ledo, palha de aveia e cha
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verde, para producdo de celulases com Trichoderma reesei em biorreator tambor
rotativo. A maior atividade FPase foi obtida com farelo de trigo e, ap6s a otimizacao
da umidade, foram alcancados 3,8 U/gms de atividade FPase.

Bagewadi, Mulla e Ninnekar (2017) estudaram a producdo de celulases por
Trichoderma harzianum utilizando diferentes residuos agroindustriais, tanto em FES
guanto em FS. As maiores atividades enzimaticas para todos os residuos ocorreram
empregando a FES, sendo 5,56 U/gms para FPase e 30,32 U/gms para CMCase,

utilizando o sorgo sacarino como substrato.

Carvalho et al. (2018) utilizaram casca de café como substrato para producdo de
celulases por Trichoderma reesei BTF 0948 e Trichoderma koningii. Os melhores
resultados obtidos foram 12,92 U/gms e 4,05 U/ gms de atividade CMCase e FPase,
respectivamente, para T. reesei BTF 0948; e 28,7 U/gms e 4,49 U/gms de atividade

CMCase e FPase, respectivamente, para T. koningii.

Assim, verifica-se que a aplicacdo de residuos agroindustriais na producdo de
celulases é bastante promissora, uma vez que as atividades enziméticas obtidas nos
estudos citados apresentaram valores consideraveis. Como esses residuos
possuem baixo valor comercial, isso poderia acarretar na reducdo do custo das
enzimas, tornando-as mais acessiveis e reduzindo o problema do descarte de

residuos.

3.3.1 Biorreatores colunas de Raimbault

Diversos tipos de biorreatores sdo descritos na literatura para realizacdo de
processos fermentativos em estado solido (DURAND, 2003). Dentre aqueles
aplicados para ensaios laboratoriais, pode-se citar as colunas de Raimbault, reatores
de facil operacdo e com baixo custo, sendo amplamente empregados em estudos de
FES.

Os biorreatores tipo colunas de Raimbault foram desenvolvidos e patenteados por
Raimbault e Germen (1976) e consistem em reatores de leito empacotado, que sao

preenchidos com material solido e o inéculo para a fermentagdo. O substrato €



34
suportado por uma base perfurada por onde ar saturado € forcado e passa através
do leito, em direcdo ao topo da coluna (DURAND, 2003; FARINAS, 2015).

E possivel analisar a respiracdo microbiana, por meio do ar de saida das colunas e,
consequentemente, verificar o crescimento celular por relacdo com o gas carbdnico
liberado (DURAND, 2003; RAIMBAULT, 1998). A manutencdo da temperatura de

cultivo é realizada pela utilizacdo de banho termostatico a temperatura constante.

A Figura 4 mostra um esquema do reator, que foi utilizado por Raimbault e Alazard
(1980) para o cultivo de Aspergillus niger em residuo de mandioca. Nesse sistema, a
aeracao é forcada pela parte inferior da coluna, passa por um recipiente com agua, a
fim de umidificar a corrente de ar. O ar saturado percorre o meio sélido contendo o
microrganismo e o substrato e sai pelo topo da coluna, carreando o gas carbénico e

o calor produzidos pelo metabolismo celular.

Figura 4 — Esquema de uma coluna de Raimbault.

%

Disco de papel filtro

Substrato umido

Suporte para o
substrato

Fonte: Adaptado de Raimbault e Alazard (1980).

Como exemplos da producdo de enzimas utilizando esse tipo de biorreator,
Cavalvanti et al. (2005) produziram lipases com Penicillium simplicissimum e torta de
babacu como substrato, estudando diferentes condi¢cdes de aeragéo, sendo a vazao

0,8 L/min a que proporcionou a maior atividade enzimatica. Rodriguez-Duran et al.
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(2011) estudaram a producdo de tanases com Aspergillus niger, e espuma de
poliuretano de alta densidade como suporte inerte e &cido tanico como fonte de
carbono e indutor, utilizando fluxos de ar de 20 e 60 mL/min. Rocky-Salimi e Hamidi-
Estefahani (2010) estudaram a producdo de celulases em colunas de Raimbault,
variando a aeragéo de 263 a 790 mL/ min, cultivando Trichoderma reesei em farelo

de arroz.

Outros produtos também podem ser obtidos por FES em colunas de Raimbault,
como realizado por Silvinski (2012), que estudou a producdo de biosurfactante
utilizando Bacillus pumilus em uma mistura de okara (residuo sdlido da extracdo do
leite de soja) e bagaco de cana-de-agucar, em colunas de Raimbault com aeracéo
forcada de 200 mL/ min. Franca (2016) avaliou a producdo de acido citrico por
Aspergillus niger e Trichoderma reesei em FES com bagaco de cana-de-acUcar e

vinhaca, aplicando uma aeracéo de 0,2 L/min.

Oliveira et al. (2017) cultivaram Fusarium moniliforme em polpa citrica para producao
de acido giberélico, um produto que auxilia no desenvolvimento de plantas lenhosas,
ajustando a vazao de ar em 30 mL/min. A producdo em FES com aeracao forcada
proporcionou aumento de 13,72% em relacéo a frascos erlenmeyers sob as mesmas
condi¢gbes. Além disso, de todos os experimentos realizados, nesses biorreatores
foram obtidas as maiores producéo e produtividade.

3.4 O CACAU E OS RESIDUOS DA AGROINDUSTRIA CACAUEIRA

A semente do cacau (Theobroma cacao L.) consiste no seu principal produto
comercial, que é a matéria-prima basica para a producdo de chocolates e de
produtos das industrias farmacéutica e de cosméticos. Porém, outros produtos
podem ser comercializados a partir do cacau, como o0 suco, geleias, destilados,

dentre outros produtos oriundos da polpa. (CEPLAC, 2018).

Com relacdo ao chocolate, atualmente, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Anvisa) estabelece que o chocolate fabricado e comercializado no Brasil deve ter,

no minimo, 25% de cacau. Contudo, a fim de promover maior utilizacdo do cacau
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brasileiro, o projeto de Lei 93/2015 em tramitacdo no Senado pretende aumentar
esse percentual para 35%, como acorre em outros paises, e tornar obrigatdria a

apresentacao dessa informacgéo no rotulo dos produtos (SENADO, 2018).

No cenéario mundial, o Brasil figura na 72 posicdo na produgcdo de cacau, 0 que
representa cerca de 4% do total (LEITE, 2018). Em 2018, foram produzidas mais de
255,1 mil toneladas de améndoas no Brasil, sendo o Espirito Santo o 3° maior
produtor nacional contribuindo com 10,2 mil toneladas, que correspondem a 4,0% da
producdo brasileira (IBGE, 2019). Grande parte dessa producdo € exportada,
enquanto outra parte é insuficiente para atender a demanda nacional, o que torna

necessario a importacéo do cacau de outros paises.

Para que as sementes obtenham qualidade para a atividade comercial, o cacau é
submetido a um processo de beneficiamento, o qual envolve a colheita e a quebra
do fruto, seguido da fermentacéo e secagem das sementes. Durante esse processo,
quantidades expressivas de residuos e subprodutos sdo geradas, uma vez que a
améndoa corresponde a apenas 10% do peso total do cacau (SILVA NETO et al.,
2001). A Tabela 2 mostra os valores aproximados para os componentes fisicos de

um cacau maduro.

Tabela 2 — Valores aproximados de alguns componentes fisicos do cacau maduro.

Componente Peso (9) % em relacdo a massa total
Fruto 500 100
Casca do fruto 400 80
Sementes frescas 100 20
Semente seca (améndoa) 50 10
Nibs (cotilédones limpos) 40 8

Fonte: FREIRE et al. (1990).

Dessa forma, verifica-se que o residuo lignocelulésico do cacau € composto
basicamente pela casca, que representa cerca de 80% da sua massa total. Esse
residuo pode ser utilizado para varias finalidades, como a alimentacdo de bovinos,
suinos, aves e peixes, tanto in natura como na forma de farinha. No entanto, a baixa
digestibilidade de alguns nutrientes e o alto teor de fibras presentes na casca de
cacau tornam essa aplicacao limitada (FREIRE et al.,, 1990; SILVA NETO et al.,
2001).
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Freire et al. (1990) e Silva Neto et al. (2001) ressaltam ainda que outras finalidades
podem ser dadas a casca do cacau. Dentre essas praticas pode-se citar o
empilhamento dos residuos em montes, para sofrerem decomposicdo e,
posteriormente, serem utilizados como fertilizante nos cacaueiros. Porém essa

atividade pode acarretar na disseminacéo de doencas atraveés das lavouras.

Além disso, a casca de cacau pode ser utilizada como matéria-prima para a
producdo de biogas e biofertilizantes. Contudo, é necesséario que se faca uma
moagem fina do material, 0 que requer alto custo energético, podendo ainda haver
obstrucdo da saida de efluente e deposi¢cdo no fundo do digestor (FREIRE et al.,

1990).

Com isso, constata-se a necessidade do estudo de alternativas para o
reaproveitamento dos residuos do cacau, que beneficiem esse produto, tornando-o
um material economicamente atrativo, e a sociedade como um todo. Por se tratar de
um residuo agroindustrial, sua estrutura possui, em maior propor¢do, moléculas de
celulose que podem assumir o papel importante em processos biotecnolégicos, tanto
como substrato para o crescimento de microrganismos na producdo de enzimas
celuloliticas, quanto como fonte de glicose para producdo do etanol de segunda

geracao.

Silva (2018) caracterizou a biomassa de cacau e encontrou elevado teor de celulose,
0 que evidencia seu potencial como fonte de carbono para processos fermentativos.
Além disso, uma quantidade significativa de cinzas também foi encontrada, o que
contribui para a nutricdo microbiana, por representar a fracdo mineral presente no
material. A Tabela 3 indica a composicdo do residuo lignocelulésico do cacau

encontrado por Silva (2018).

Tabela 3 — Composicdo quimica da casca do cacau.

Componente % (casca in natura)
Umidade 7,30
Celulose 32,46

Hemicelulose 20,05

Lignina 18,24
Extrativos 30,56
Cinzas 7,10

Fonte: Silva (2018).



38

3.4.1 Estudos com residuos de cacau

A literatura cientifica é bastante limitada no que concerne a utilizacdo de casca de
cacau para processos biotecnoldgicos, principalmente no que diz respeito a
producdo de enzimas. Portanto a seguir sdo abordados alguns estudos utilizando a

biomassa de cacau para diversas finalidades.

Alemawor et al. (2009) investigaram a viabilidade de utilizar a fermentacdo da casca
de cacau com Pleurotus ostreatus, a fim de melhorar as condi¢cbes nutricionais
desse residuo, variando o tempo de fermentacdo e o teor de manganés
suplementado ao meio. Os resultados encontrados foram considerados satisfatorios,
pois demonstraram uma reducdao significativa nos teores de fibra e lignina associada

a um aumento nos teores de proteina e carboidratos solUveis na casca de cacau.

Santos et al. (2011) utilizaram casca de cacau para produzir lacase, lignina
peroxidase e Mn peroxidase por FES, com Aspergillus niger variando o tempo de
fermentacéo e o teor de umidade do meio sélido. Para todas as enzimas estudadas,
as atividades foram maximas apos 72 horas de fermentacdo e com 50% de

umidade.

Santos et al. (2013a) avaliaram o efeito da atividade de &gua e do tempo de
fermentacdo sobre a producéo das enzimas celulase e xilanase, utilizando farelo de
cacau e o fungo filamentoso Aspergillus niger. Os resultados atingiram 14,4 U/mL
para a CMCase, 7,8 U/mL para a FPase e 11,8 U/mL para a xilanase, constatando

gue o farelo de cacau € um residuo promissor para a produ¢édo enzimatica por FES.

Santos et al. (2013b) estudaram a producédo de celulases por FES em diversos
residuos da fruticultura, dentre eles o residuo de cacau, com Aspergillus niger. Os
resultados para as atividades enzimaticas CMCase e FPase para esse residuo
foram 4,56 U/mL e 7,08 U/mL, respectivamente.

Amorim et al. (2017) utilizaram residuos do processamento do cacau para o cultivo
de Aspergillus awamori 10C-3914, a fim de reduzir as metilxantinas presentes no
residuo (teobromina e cafeina) e produzir xilanases. A atividade enzimatica de
xilanase atingiu 72 U/g, e os teores de teobromina e cafeina sofreram reducao de
69% e 63%, respectivamente.
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Silva (2018) estudou a viabilidade do uso da casca do cacau como matéria-prima
para a producdo do bioetanol, a partir da hidrélise acida do residuo pré-tratado
quimicamente. O teor de acgUcares redutores totais no hidrolisado atingiu 13 g/L e o
teor alcoolico obtido na fermentacdo permaneceu em torno de 19%, resultados que
demonstram que os residuos de cacau consistem uma fonte promissora para

producao de bioetanol.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 SUBSTRATOS

A casca de cacau (CC) foi gentilmente cedida pela Agroindustria Chocolates Espirito
Santo, situada em Rio Novo do Sul-ES. O material foi triturado ainda fresco em uma
forrageira (Trapp, TRF 80 junior) e armazenado em congelador a -4 °C. Para a
realizacdo dos experimentos, a casca foi submetida a secagem em estufa (Quimis,
Q314M-32) a 105 °C por aproximadamente 8 horas e posteriormente foi triturada em
moinho de facas (Marconi) e peneirada para obtencdo de particulas com diametro
inferior a 10 mesh (2,00 mm). ApdOs essas etapas, armazenou-se a CC em sacos
plasticos a temperatura ambiente. A Figura 5 apresenta um esquema das etapas

envolvidas na preparacéao da CC.

Figura 5 — Etapas da preparagéo da casca de cacau.

Secagem em

Casca de cacau Moagem em
: estufa a 105 °C
fresca forrageira oor 8 horas
Armazenamento Peneiramento
a temperatura para didmetro Mor?gedm fem
ambiente < 2,00 mm moinho de facas

O bagaco de cana-de-acucar (BC) foi obtido na Usina Paineiras, localizada em
Itapemirim-ES, j& triturado. Esse material foi armazenado em congelador a -4 °C até
0 uso, sendo lavado em agua corrente e seco em estufa (Quimis, Q314M-32) a
105 °C por aproximadamente 8 horas. O BC foi triturado em particulas menores em
um moinho de facas (Marconi) e peneirado para obtencao da granulometria inferior a

10 mesh (2,00 mm). Apds essas etapas, armazenou-se 0 BC em sacos plasticos a
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temperatura ambiente. Um esquema das etapas de preparacdo da casca de cacau

esta indicado na Figura 6.

Figura 6 — Etapas da preparacdo da casca de cacau.

Secagem em

Bag?rci;t?J rgz cana '—avaggrrzmeag“a estufa a 105 °C
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a temperatura para diametro moinho de facas
ambiente < 2,00 mm

O farelo de trigo (FT) era da marca Nayna e foi utilizado na preparacéo dos estoques
e nos ensaios de colunas. Esse substrato foi adquirido em supermercado e

armazenado em geladeira a 6 °C.

4.2 MICRORGANISMOS E INOCULO

4.2.1 Preparacdo dos estoques

Este trabalho estudou o potencial celulolitico dos fungos filamentosos Trichoderma
harzianum 10C-4127 e Trichoderma harzianum |0C-3844, que foram obtidos
liofilizados da Colecéo de Culturas de Fungos Filamentosos da Fundacdo Oswaldo
Cruz (Fiocruz/ CCFF), localizada no Rio de Janeiro-RJ.

Os liofilos foram reidratados conforme orientacdo da Fiocruz e a suspenséao formada
foi transferida para seis placas de Petri (trés para cada linhagem), contendo cerca de

15 mL o meio PDA (Potato-dextrose-agar) em concentracdo de 39 g/L. As placas
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foram conservadas em estufa bacteriologica (Nova Instruments NI 1522) a 30 °C

durante 7 dias.

Dispondo dos fungos em placas de Petri, realizou-se o seu repique no meio soélido
por meio de um processo de raspagem. Foram preparados seis frascos erlenmeyers
de 500 mL (um para cada placa de Petri), contendo 10 g de meio sélido em
proporcdo 20:80 (FT:BC) e 60% de umidade inicial (KILIKIAN et al., 2014). Os
frascos foram inoculados com o conteldo total da placa de Petri e incubados a 30 °C
em estufa bacterioldgica (Nova Instruments NI 1522) por 7 dias.

Figura 7 — Etapas da preparacéo dos estoques de esporos.

Fungos Cultivo em
liofilizad os placas de Petri
meio PDA
Repique em
Estoque meio sdlido
(FT:BC)

O teor de umidade inicial no meio sélido foi atingido pelo uso da solucédo salina

descrita por Urbanszki, Szakacs e Tengerdy, (2000), conforme Tabela 4.

Tabela 4 — Composicao da solucédo salina utilizada para umidificacdo do meio sdlido.

Composto Concentracao
KH,PO, 5,0g/L
(NH4)2SO,4 5,0g/L
MgSOg4-7H,0 1,0 g/L
NacCl 1,0 g/L
FeS0,4-7H,0 5,0 mg/L
MnSO, 1,6 mg/L
ZnS0O4-7H,0 3,45 mg/L
CoCl,-6H,0 2,0 mg/L

Fonte: Urbanszki, Szakacs e Tengerdy, (2000).
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O volume total de solucéo salina a ser acrescentado ao meio para atingir o teor de
umidade desejado foi calculado conforme Equacédo 1, considerando-se base umida.
Uma parte do volume foi adicionada ao meio solido antes da esterilizagdo e outra

parte utilizada para solubilizar o inéculo.

Vs = Mgg = -——— (1)

Onde Vg (ML) é o volume de solugdo salina, considerado equivalente a sua massa
Mss (g), Nnecessario para atingir o teor de umidade U (%), utilizando uma massa M (g)

de material solido.

4.2.2 Quantificacdo de esporos

A concentracdo de indculo utilizada nas fermentacdes foi calculada a partir da
guantidade de esporos presentes nos estoques, a qual foi determinada utilizando a

camara de Neubauer.

Cerca de 1,0 g do solido fermentado foi diluido em agua destilada, até observancia
de coloracdo de menor intensidade, e 2 gotas do surfactante Tween 80. Uma
aliquota de 100 pL da amostra diluida foi adicionada a camara de Neubauer
(Qualividros; profundidade: 0,100 mm; area: 0,0025 mm?2) e realizou-se a contagem
de esporos nos dois reticulados em microscopio 6tico Bioval com aumento de 1000

vezes na obijetiva.

A camara € constituia por dois reticulados, onde a contagem deve ser realizada de
maneira uniforme. A contagem dos esporos foi realizada em 13 campos em cada

reticulado, conforme ilustrado na Figura 8, totalizando 26 campos de contagem.



45

Figura 8 — Esquema dos campos de contagem de esporos na camara de Neubauer.
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A concentracdo de esporos na suspensao foi determinada segundo Pinheiro (2003):

D,.N
Csusp = Vo ()

campo

Onde Cssp € a concentracdo de esporos da suspenséo (esporos/mL); D, € o fator de
diluicdo; N € o numero médio de esporos nos campos medidos; Vcampo € 0 Volume de
cada campo (area do campo 0,0025 mm?2 multiplicada pela espessura de filme

liquido - 0,1 mm).

4.3 CULTIVOS EM FRASCOS

Inicialmente, vale salientar que todos os materiais e reagentes utilizados nas
fermentacdes foram previamente esterilizados em autoclave vertical Phoenix Luferco
AV-100 a 121 °C por 20 minutos. As inocula¢des do meio de cultivo foram realizadas
em capela de fluxo laminar vertical (Jdeoximar, FLV 1040) apos a sua limpeza com

alcool etilico 70% e manutencédo de iluminagé&o ultravioleta por 30 minutos.
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4.3.1 Estudo do microrganismo

Em primeiro lugar foi necesséario determinar o comportamento da atividade
enzimética de FPase em relacdo ao tempo de fermentacdo e tracar a cinética de
producédo de celulases. Para tanto, foram realizados cultivos em frascos de 500 mL
contendo 10 g de material solido na proporcdo 40:60 (CC:BC) e 60% de umidade
inicial, com 0,1 g de in6culo das duas linhagens de T. harzianum. Os frascos foram
incubados a 30°C e a cada 24 horas um frasco era retirado da estufa para
realizacdo da extracdo de celulases e analise do teor de umidade
(KILIKIAN et al., 2014).

4.3.2 Estudo da umidade e da composi¢do do meio sélido

O teor de umidade inicial e a propor¢cédo de casca de cacau presente no meio solido
foram variados a fim de identificar as melhores condicdes de cultivo para a producéo
de celulases, empregando o microrganismo que apresentou maiores valores de

atividade enzimatica no item 4.3.1.

Utilizando a atividade enzimética FPase como variavel de resposta, realizou-se um
delineamento fatorial completo com duas variaveis independentes, cada qual com

trés niveis, conforme apresentado na Tabela 5.

Tabela 5 — Variaveis e niveis do planejamento experimental para a fermentacéo.

Variavel (-1) (0) (+1)
Umidade (%) 50 60 70
Casca de Cacau (%) 40 50 60

Além dos experimentos do planejamento 32, foram realizados trés experimentos no
ponto central, para calcular o erro padrdao e os residuos (RODRIGUES; IEMMA,
2005), totalizando 11 experimentos. A matriz completa desse planejamento esta
apresentada na Tabela 6.
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Tabela 6 — Planejamento experimental para a fermentacao.

Experimento CC (%) Umidade (%)
1 -1 (40) -1 (50)
2 +1 (60) -1 (50)
3 0 (50) -1 (50)
4 -1 (40) +1 (70)
5 +1 (60) +1 (70)
6 0 (50) +1(70)
7 -1 (40) 0 (60)
8 +1 (60) 0 (60)
9 0 (50) 0 (60)
10 0 (50) 0 (60)
11 .0 (50) 0 (60)

4.3.2.1 Anélises estatisticas

A partir dos resultados, foram realizadas andlises estatisticas e as significancias dos
fatores e das interacfes foram identificadas com base no nivel de confianca de 95%
(p < 0,05). O modelo estatistico que descreve as atividades enziméticas FPase em
funcdo das variaveis independentes do planejamento fatorial é dado pela regresséo
(HU et al., 2018; BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001).

Y = By + Bixs + Baxa + Braxixy + Pr1x1% + Baaxa® + Pr12aX1 2% + Brapxix? (3)

2
+ B112%1°%;

Onde B € o valor da média de todas as respostas do planejamento e 81, 32, B12 S0
os coeficientes dos efeitos individuais e do efeito de interacdo lineares,
respectivamente; 11, B22, Bi122 S840 0s coeficientes dos efeitos individuais e do efeito
de interacdo quadraticos; Bi22, Bi12 S0 0s coeficientes dos efeitos de interacdo
guadraticos e lineares; X; € X, sd0 as variaveis codificadas (-1, 0, +1) para umidade e
casca de cacau, respectivamente; e Y € a variavel dependente, que corresponde a

atividade FPase.
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A significancia dos efeitos da Equacdo 3 foi avaliada pela tabela de andlise de
variancia (ANOVA), baseadas no teste F. A significAncia estatistica do modelo foi
determinada pela significancia da regressao e a nao-significancia da falta de ajuste,
também de acordo com o teste F. Para verificar o ajuste do modelo, utilizaram-se os

valores do coeficiente de determinacéo ajustado (R? ajustado) (HU et al., 2018).

Ainda, tragou-se a superficie de resposta e a curva de nivel da atividade enzimatica
FPase em funcdo da umidade inicial e da concentracdo de casca de cacau no meio.
Assim, observou-se em quais condicfes era observada a maior atividade enzimatica
FPase para o processo (RODRIGUES; IEMMA, 2005).

4.4 ANALISE DE UMIDADE

A analise do teor de umidade foi realizada com cerca de 1,0 g de sélido fermentado
em analisador de umidade Shimadzu Moc63u, cujo funcionamento de baseia no
método gravimétrico. A dgua presente na amostra é evaporada rapidamente pelo
aguecimento de uma lampada de halogénio e a diferenca entre a massa inicial e a
massa final da amostra utilizada para calcular a porcentagem de umidade na

amostra, em base Umida, conforme Equacdo 4. O percentual € apresentado

diretamente na tela do aparelho, ao final da medicéao.

U = Minicial — Mfinal ]

100 (@)

Minicial

Onde U é o teor de umidade na amostra (%), Minicial € @ massa da amostra Umida e

Msnal € @ Massa da amostra seca.
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4.5 EXTRACAO DAS ENZIMAS CELULOLITICAS

A solucéo de extracdo é constituido de uma mistura 1:1 de tampé&o citrato de sodio
(0,05 mol/L e pH 4,8) e agua destilada (KILIKIAN et al., 2014). O tampao foi
preparado com 9,6 g de acido citrico anidro, adicionou-se cerca de 800 mL de agua
destilada e corrigiu-se o pH para 4,8 com hidroxido de sédio (NaOH) sélido e, por

fim, o volume foi completado para 1000 mL.

Para a extracdo, aproximadamente 1,0 g do sdlido fermentado foi adicionado em
erlenmeyers de 125 mL, juntamente 20 mL da solugdo de extracdo mais uma gota
de Tween 80. Os frascos foram submetidos a agitacdo de 180 rpm em mesa
agitadora (SPLabor, 180/A) e temperatura ambiente durante 60 minutos
(KILIKIAN et al., 2014).

Apoés o tempo de agitacdo, a mistura foi filtrada em gaze para remocao dos soélidos e
0 extrato enzimatico foi centrifugado (Centrifuga Nova Instruments, NT 810) a
3500 rpm durante 30 minutos (SALOMAO, 2017). O sobrenadante foi utilizado nos

ensaios de atividade enzimatica.

A Figura 9 mostra um esquema das etapas da extracdo de celulases, até a obtencéo

do extrato enzimatico.

Figura 9 — Esquema do processo de extracdo de enzimas.
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4.6 ATIVIDADE ENZIMATICA FPASE

A atividade enzimatica é representada em termos de U, que significa a quantidade
de enzima que libera 1 umol de aguUcares redutores por minuto na reacdo de
hidrolise do substrato. Neste trabalho, as atividades serdo expressas em U por

grama de massa seca (U/gms).

Para determinar a atividade de FPase, utilizou-se como substrato da reacéo
enzimatica tiras de papel filtro Whatman n°1, com dimensdes de 1,0 x 6,0 cm, que
correspondem a aproximadamente 50 mg (GHOSE, 1987).

Em um tubo de ensaio foram adicionados 1,5 mL do extrato enzimatico e o substrato
enrolado, com o objetivo de se manté-lo completamente submerso. Para o controle,
apenas o substrato foi adicionado a outro tubo de ensaio. Os dois sistemas foram
mantidos em banho termostatico a 50 °C por 60 minutos. Apds esse tempo, 1,5 mL

do extrato enzimatico foram adicionados ao tubo referente ao controle.

Fez-se ainda uma solugédo “branca”, utilizada para zerar o espectrofotometro, para
ambas as situacfes descritas e da mesma maneira, porém o extrato enzimatico foi

substituido por tampao citrato de sédio (0,05 mol/L e pH 4,8).

Decorrido o tempo da reacdo enzimatica, realizou-se a determinacdo dos acucares
redutores, pelo método DNS (MILLER, 1959). Foram adicionados 1,5 mL de DNS
aos tubos de ensaio, os quais foram submetidos a banho de agua fervente por 5
minutos, seguido de banho de gelo, a fim de interromper a reagcdo. O volume foi
completado com agua destilada até 10 mL, a mistura foi homogeneizada e sua
absorbancia lida em espectrofotébmetro (Kasuaki IL 227) com comprimento de onda
ajustado em 540 nm (GHOSE, 1987).

Um esquema dos processos envolvidos na determinacdo da atividade enzimatica

FPase é apresentado na Figura 10.



Figura 10 — Esquema das etapas da determinacao da atividade enzimatica FPase.
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O reagente DNS foi preparado com 10 g de acido 3,5-dinitrosalicilico em 200 mL de

uma solugédo de NaOH 2,0 mol/L. Essa mistura foi adicionada a uma solugéo de

300 g de tartarato duplo de sddio e potassio dissolvidos em 500 mL de agua

destilada, sob aquecimento e agitacdo constantes. Apos resfriamento, o volume foi
aferido para 1000 mL (VASCONCELOS; PINTO; ARAGAO, 2013).
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Para converter as absorbancias lidas no espectrofotdmetro em concentracdes de
glicose e calcular as atividades enzimaticas, fez-se a curva padrdo do DNS.
Amostras de glicose com concentragfes conhecidas foram submetidas ao método
DNS e as absorbancias obtidas foram relacionadas a essas concentracdes em um
grafico. Tracou-se a reta de tendéncia, em que a equacdo correspondente foi

utilizada para determinar a concentracao de glicose obtida na reacao enzimatica.

As solucdes de glicose foram preparadas nas concentracdes de 0,2; 0,4; 0,6; 0,8;
1,0 g/L. Em tubos de ensaio, adicionou-se uma aliquota de 1,0 mL dessas solu¢fes
e 1,5 mL de DNS (AFONSO, 2012). Os tubos foram mantidos em banho fervente por
5 minutos seguido de banho de gelo. O volume dos tubos foi diluido com agua
destilada para 10 mL e as absorbancias foram lidas em espectrofotdmetro
(Kasuaki IL 227) a 540 nm.

4.7 CULTIVOS EM COLUNAS DE RAIMBAULT

4.7.1 Aparato experimental

Os reatores tipo colunas de Raimbault sdo fabricados em vidro, possuem diametro
de interno de 35 mm e comprimento util de 150 mm. Um sistema foi montado com as
colunas submersas em banho termostatico com manutencdo da temperatura em
30°C, a qual foi mantida por um controlador tipo liga/ desliga associado a um
aquecedor. Uma bomba de aquério foi utilizada para realizar a circulacdo de agua e
homogeneizar a temperatura dentro do banho.

O meio solido foi oxigenado por um sistema de aeracao forcada, em que o ar era
fornecido por um compressor, com ajuste da vazao suficiente para realizar a
distribuicdo para todas as colunas. O ar fornecido passava por um fluxémetro para
controlar essa vazao, em seguida pelo umidificador primario e por um distribuidor de
ar com valvulas, capazes de controlar a vazéo de ar desejada, e seguia para cada

coluna individualmente. Existe ainda um umidificador secundéario, localizado no
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fundo de cada coluna, por onde o ar entra, em seguida passa pelo substrato
contendo 0 microrganismo e sai para o ambiente pelo topo da coluna. A Figura 12
apresenta um esquema do sistema montado para as fermentacdes com as colunas

de Raimbault.

Figura 11 — Esquema do sistema de colunas de Raimbault.
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Fonte: AFONSO (2012).

4.7.2 Estudo da influéncia da aera¢éo na producéo de celulases

A fim de verificar a influéncia da aeracao forcada na producédo de celulases, foram
realizados ensaios com meio sélido composto por FT e BC, na propor¢cao 40:60 e
60% de umidade inicial, com as duas linhagens de T. harzianum disponiveis
(KILIKIAN et al., 2014). Cerca de 4,0 g de meio sélido foram adicionados a um
béquer de 150 mL juntamente com uma parte do volume de solucdo salina
necessario para obter a umidade inicial desejada, sendo a outra parte do volume
utilizada para diluir 0,1 g do in6culo. Apos a inoculacdo, o meio foi homogeneizado e

transferido para as colunas, contendo algodédo e gaze tanto no fundo, para dar



54
suporte ao meio solido e filtrar o ar que entrava, como no topo, impedindo que o

meio e 0s microrganismos fossem carreados para fora da coluna.

As colunas foram conectadas ao sistema de aeracdo e mantidas em banho com
temperatura de 30°C durante 120 horas. A cada 24 horas de cultivo uma das
colunas foi retirada do sistema para realizacdo da extracdo das enzimas e analise de
umidade. O extrato enzimatico foi utilizado para determinacdo das atividades de

FPase.

A titulo de comparacéo, também foram realizados cultivos em frascos, empregando-

se as mesmas condi¢des de fermentagao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SUBSTRATO E MICRORGANISMOS

Os materiais utilizados nas fermentacdes passaram pelos procedimentos descritos
no item 4.1 e foram armazenados em sacolas plasticas para posterior uso. A
Figura 12 ilustra a casca de cacau (a) e o bagaco de cana (b) prontos para serem
utilizados nas fermentacdes.

Figura 12 — Matéria-prima utilizada nos cultivos em estado solido para a produgéo de
celulases: (a) casca de cacau e (b) bagaco de cana-de-acgucar.

Os microrganismos foram recebidos na forma liofilizada e foram cultivados em
placas de Petri e, posteriormente, o contetdo das placas foi transferido para o meio
sélido, constituindo os estoques. A Figura 13 mostra 0os microrganismos nos dois

momentos citados, apos os sete dias de incubagéo.

Figura 13 — Cultivos das linhagens (a) T. harzianum I0C-4127 e (b) T. harzianum I0C-3844
em placa de Petri, com meio PDA e o estoque em frasco, com FT e BC.
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Os esporos formados nos cultivos solidos para o estoque foram contados pelo
método da camara de Neubauer, a fim de determinar o indculo para os cultivos
subsequentes. Pela Equagdo 2, foram contabilizados aproximadamente
3 x 10™ esporos/ g e 5 x 10* esporos/ g para as linhagens 10C-4127 e 10C-3844,
respectivamente. Uma vez que foram utilizados 0,1 g de in6culo em 10 g de meio
solido nos cultivos, consequentemente foi empregado um inéculo contendo em torno

de 10° esporos/ g de substrato.

5.2 CULTIVOS SOLIDOS EM FRASCOS

5.2.1 Estudo do microrganismo

Inicialmente, foram realizados cultivos com a finalidade de verificar qual das
linhagens de T. harzianum seria a mais promissora para a producao de celulases

com biomassa de cacau como substrato, em termos de atividade enziméatica FPase.

Kilikian et al. (2014) encontraram as maiores atividades enzimaticas para o cultivo
de T. harzianum com meio solido composto por 40:60 (FT:BC) e 60% de umidade
inicial, decidiu-se entdo por utilizar a mesma proporg¢éo, substituindo o FT por CC.
Assim, utilizou-se a composicdo 40:60 (CC:BC) e 60% de umidade inicial e a
extracdo das enzimas em proporcdo solido-liquido 1:20 durante 60 minutos. Os

ensaios foram realizados em duplicata e o erro utilizado foi 0 desvio padréo.

A Figura 14 esboca a média obtida nas duplicatas de atividade FPase para esses
ensaios, bem como o erro das medidas, no decorrer do tempo de fermentagéo, para
as linhagens 10C-4127 e I0C-3844.
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Figura 14 — Cinética da atividade enzimatica FPase para T. harzianum I0C-4127 (cinza) e T.
harzianum I0C-3844 (preto) com 40% de CC e 60% de umidade inicial.
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O grafico de cinética de producado de celulases indicou que nas primeiras 24 horas
ambas as linhagens produziram uma quantidade desprezivel de enzimas, com valor
praticamente nulo. Em 48 horas, a linhagem 10C-3844 apresentou atividade
enzimatica de 0,84 +0,15U/gms, valor superior ao da outra linhagem,
correspondente ao seu valor maximo. Apos 72 horas, embora a atividade FPase da
linhagem 10C-4127 tenha aumentado, a linhagem 10C-3844 ainda apresentava valor
superior para a atividade enzimatica, a qual permaneceu praticamente inalterada em
relacdo as 48 horas e seguiu assim até 120 horas de fermentacdo. Em 96 horas, a
atividade da linhagem 10C-4127 alcancou 1,63 + 0,16 U/gms, seu valor maximo,
correspondendo a aproximadamente o dobro da FPase obtido para a linhagem IOC-
3844 nesse mesmo tempo de fermentacdo. Em 120 horas a atividade da linhagem
I0C-4127 reduziu, porém ainda se apresentou superior a atividade alcancada pela
linhagem 10C-3844.

Em suma, a atividade FPase da linhagem I0C-3844 aumentou mais rapidamente,
permanecendo estatisticamente inalterada a partir de 48 horas de fermentacdo, uma
vez que as medidas se encontraram dentro da faixa de erro umas das outras. Por
outro lado, a linhagem [I0C-4127 apresentou aumento gradativo nas atividades
enzimaticas, sendo valores estatisticamente equivalentes em 24, 48 e 72 horas e,

em 96 horas, a atividade FPase foi consideravelmente superior as demais. Dentre os
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microrganismos, as atividades enzimaticas obtidas em 24, 72 e 120 horas, foram

estatisticamente equivalentes.

A atividade celulolitica aumentou com o tempo de fermentagdo, até o seu maximo,
ponto no qual possivelmente o microrganismo entrou na fase estacionaria de
crescimento. ApOs esse periodo, ocorreu diminuicdo na atividade FPase, que pode
estar relacionada a mudancas nas condicbes do meio de cultivo, juntamente com a
limitacdo da concentracdo de nutrientes no meio e a formagdo de subprodutos.
Assim, pode ocorrer a morte celular e posterior desnaturacdo de enzimas, reduzindo
a atividade enzimatica (HAQ et al., 2006; OBEROI et al., 2008).

Esses resultados estdo consideravelmente abaixo das atividades enzimaticas FPase
méaximas de 8,2 FPA/g alcancada por Alam et al. (2009), 5,4 U/gms obtida por
Kilikian et al. (2014) e 6,25 U/g encontrada por Rahnama et al. (2016). Embora
esses autores tenham utilizado o fungo filamentoso Trichoderma harzianum em

FES, foram empregados substratos diferentes em suas fermentagoes.

Como consequéncia dos resultados apresentados, a linhagem 10C-4127 foi
selecionada para os experimentos subsequentes, uma vez que esta apresentou

atividade enzimatica FPase 1,94 vezes maior do que a linhagem 10C-3844.

5.2.2 Estudo da umidade e da composicédo do meio solido

A partir da cinética de producdo de enzimas celuloliticas ao longo de 120 horas de
cultivo, verificou-se na Tabela 7 que os maiores valores de atividade enzimatica
FPase em 120 horas de fermentacdo foram obtidos para os experimentos 5 e 6. A
atividade enzimatica maxima foi de 1,85 U/gms, no experimento 5, utilizando 60% de

casca de cacau e 70% de umidade inicial, apds 120 horas de fermentacao.

Além disso, foi possivel constatar que os experimentos com umidade inicial nos
niveis mais baixos nao favoreceram a producéo de celulases. No entanto, conforme
a umidade inicial foi aumentada, observou-se que a atividade enzimatica FPase
também aumentou. Segundo Pandey (2003) e Farinas (2015), a limitacdo de agua

no meio de cultivo pode causar dificuldade de acesso aos nutrientes, resultando em
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uma reducdo na taxa de crescimento microbiano e na formacdo de produtos

desejados.

Com relacédo ao teor de casca de cacau, a observacédo inicial dos resultados nao
possibilitou chegar a conclusdes sobre a sua influéncia na atividade enziméatica
FPase. Assim, é necessario utilizar os resultados das analises estatisticas para

verificar a influéncia dessa variavel na producéo de celulases.

Tabela 7 — Atividades enziméaticas FPase maximas obtidas no planejamento
experimental para a fermentacdo em 120 horas de cultivo.

Experimento CC (%) Umidade (%) FPase (U/gms)
1 -1 (40) -1 (50) 0,52
2 +1 (60) -1 (50) 0,63
3 0 (50) -1 (50) 0,19
4 -1 (40) +1 (70) 0,92
5 +1 (60) +1 (70) 1,85
6 0 (50) +1 (70) 1,62
7 -1 (40) 0 (60) 1,07
8 +1 (60) 0 (60) 0,74
9 0 (50) 0 (60) 0,47
10 0 (50) 0 (60) 0,61
11 0 (50) 0 (60) 1,03

5.2.2.1 Analises estatisticas

Para uma apreciagcao mais consolidada dos dados experimentais observados, foram
realizadas algumas analises estatisticas em software para avaliar a influéncia dos
fatores do planejamento e de suas combina¢fes nas atividades enzimaticas. Essas
analises foram realizadas para o tempo de fermentacéo fixo em 120 horas, uma vez

gue a maior parte das atividades FPase maximas foram obtidas nesse tempo.
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Inicialmente, foi proposto para ajuste dos dados, um modelo composto pelos fatores
individuais lineares e quadréaticos, bem como combina¢cbes desses fatores. Os
efeitos foram sendo removidos do modelo um a um, iniciando por aqueles que
possuiam maior p-valor, até que se obteve o maior valor de R? ajustado. Rodrigues e
lemma (2005) afirmam que existem divergéncias sobre a realizacdo desse
procedimento, porém cabe ao analisador verificar a influéncia desse método nos
outros fatores. Como nédo se observou mudanca significativa nos demais fatores
mediante a realizacdo desse método, entdo esse procedimento foi empregado para

a determinacdo do modelo empirico.

A primeira analise foi realizada com a Tabela 8, que apresenta os efeitos de cada

fator e das suas interag6es que foram mantidos no modelo estatistico.

Tabela 8 — Tabela dos efeitos dos fatores e das duas interacdes que foram mantidos
no modelo estatistico.

Fatores Efeitos Desvio-padréao p-valor
Média* 0,898740 0,072821 0,000248
(1) Umidade (L)* 1,013918 0,191604 0,006121
(2) CC (L) 0,235476 0,191604 0,286436
CC (Q) -0,171861 0,142097 0,293078
Interagcao 1L x 2L 0,408259 0,234666 0,156884
Interacao 1L x 2Q 0,310891 0,203226 0,200812
Interacdo 1Q x 2L -0,424899 0,203226 0,104740

* significativo (p<0,05). L: linear; Q:quadratico.

Verificou-se, pelo nivel de significancia de 5%, que os efeitos estatisticamente
significativos para o modelo da FPase corresponderam apenas a média dos valores
de atividade enziméatica e ao fator umidade linear. Isso significa que esses termos
sdo os fatores principais que influenciaram na atividade FPase. De acordo com o
valor dos efeitos, foi possivel identificar que a umidade influenciou positivamente na
atividade enzimatica, portanto aumentar teor de umidade implica no aumento da

variavel de resposta, FPase.

Os demais fatores nédo apresentaram significancia estatistica, porém foram mantidos
no modelo ja que assim se obteve o valor de 0,77636 para R? ajustado. Portanto, o
modelo estatistico € capaz de elucidar 77,63% da variagdo de FPase

(HU et al., 2018). Com isso, 0 ajuste foi considerado satisfatorio, visto que na
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producado de celulases por FES estdo envolvidos fatores naturais, como o substrato
e 0 microrganismo, e a heterogeneidade do meio, sob os quais € dificil ter um

controle rigoroso durante os experimentos.

A Figura 15 apresenta os efeitos da Tabela 8 de forma grafica, evidenciando a

influéncia da umidade consideravelmente superior aos demais fatores.

Figura 15 — Efeitos dos fatores na atividade enzimatica FPase.
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A fim de consolidar a significancia estatistica da regressao, foi construida a tabela de

analise de variancia (ANOVA), que corresponde a Tabela 9.

Tabela 9 — Tabela Anova ao nivel de 5% de significancia para atividade de FP no
quinto dia.

Soma Média
Fatores GL L. L. Fealculado Ftabelado
guadratica quadratica
Regresséao 6 2,242037 0,373673 6,78 6,16
Residuos 4 0,220272 0,055068
Falta de ajuste 2 0,055677 0,027839 0,338"* 19,0
Erro Puro 2 0,164594 0,082297
Total 10 2,462308

* Significativo (p<0,05); n.s: N&o significativo (p>0,05); GL: graus de liberdade.
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Pelo teste F ao nivel de significancia de 5%, um fator € considerado estatisticamente
significativo se o valor de Fcacuado € maior que 0 de Fiapelado (BARROS NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2001; RODRIGUES; IEMMA, 2005). Dessa maneira, a Tabela
9 mostra que a regressao € estatisticamente significativa, uma vez que o valor de F
calculado foi maior que F tabelado (6,78 > 6,16). Além disso, a falta de ajuste do
modelo em relagédo aos dados experimentais se mostrou ndo significativa, ja que o F

calculado foi menor que o F tabelado (0,338 < 19,0).

Com isso, considerou-se que o modelo estatistico explanou suficientemente bem os
dados experimentais. Consequentemente, a Equacdo 5, que representa o modelo
codificado (fatores com os valores de -1, 0, +1), pode ser usada para prever a
resposta para qualquer combinacéo de fatores dentro da faixa estudada (MANDAL,
GOSH, 2018; RODRIGUES; IEMMA, 2005).

Y = 0,898740 + 0,506959 - x; + 0,117738 - x, — 0,085931 - x2 + 0,204130 - x;

(5)
- Xy + 0,155445 - x; - x3 — 0,212449 - x? - x,

Onde Y é a variavel de resposta, correspondente a atividade FPase, que sofre
interferéncia pelos fatores x; e X,, consoantes a umidade e a concentracdo de casca

de cacau codificadas, respectivamente, bem como por suas combinacoées.

As Figuras 16 e 17 apresentam a superficie de resposta e a curva de nivel,
respectivamente, geradas com o intuito de averiguar a interacdo entre o teor de
umidade e a proporcao de casca de cacau na FES e encontrar a solucdo 6tima a

producéo de celulases, considerando a atividade FPase.
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Figura 16 — Superficie de resposta para a interacdo do teor de umidade (x;) € composicao
de casca de cacau (xz) no meio sélido.
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Figura 17 — Curva de nivel para a interacdo do teor de umidade (x;) e composi¢éo de casca
de cacau (x,) no meio solido.
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Avaliando a superficie formada, juntamente com a curva de nivel, constatou-se que
com 40% de CC (x, = -1) a atividade enzimatica aumentou pouco, independente do
teor de umidade inicial. Conforme a concentracdo de CC é aumentada, a atividade
FPase também mudou muito pouco. No entanto, quando o teor de umidade também
foi elevado, a resposta FPase aumentou consideravelmente, atingindo seu valor
maximo (1,85 U/gms) nos niveis maximos do planejamento (x; = +1 e x; = +1), ou
seja, 60% de CC e 70% de umidade inicial.

Com essas ponderacdes, ficou evidente que ensaios com teores de umidade
maiores do que 70% possibilitem a obtencdo de atividades enzimaticas FPase
superiores aguelas observadas nos ensaios realizados. Em relacdo a concentracéo
de CC, constatou-se que em concentracdes mais elevadas de CC a atividade
enziméatica de FPase apresentou maior valor. Contudo baseado nos efeitos da
Tabela 8 e na tendéncia das Figuras 16 e 17, ndo ha indicios de que aumentar a
proporcao de CC no meio sélido acarretaria em aumento significativo da atividade

FPase, uma vez que a umidade apresentou uma influéncia bastante superior.

Deschamps et al. (1985) utilizaram palha e farelo de trigo para o cultivo de
T. harzianum e estudaram a influéncia, dentre outros fatores, do teor de umidade
inicial no meio solido na producéo de celulases. Foi verificado que esta variavel afeta
significativamente a producdo de celulases, ocorrendo aumento na atividade de
FPase quando a umidade passou de 55% para 74%, o que também foi observado

neste trabalho, em que se obteve maior atividade FPase em 70% de umidade.

Almeida (2012) cultivou T. reesei em bagaco de cana tratado, a fim de estudar a
alteracdo ocorrida nos resultados de atividade enzimatica, variando o teor de
umidade em 30, 50 e 70%. Conforme obtido nos ensaios deste trabalho com
biomassa de cacau, a autora também constatou que a atividade de FPase aumentou

proporcionalmente em relagdo a umidade, atingindo o valor maximo de 5,45 U/g.

Kupisk (2012) cultivou T. reesei e Rhizopus oryzae variando o teor de umidade e a
guantidade de casca de arroz presente no meio soélido, a fim de verificar a influéncia
desses fatores na atividade FPase. Para T. reesei, obteve-se a maior atividade
FPase de 2,15 U/g, com 100% de casca de arroz e 50% de umidade inicial. Além
disso, a autora verificou que apenas a varidvel umidade foi significativa,
apresentando um efeito negativo na resposta de FPase. J& para Rhizopus oryzae a

atividade FPase maxima foi obtida para o processo que utilizou 8,5% de casca de
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arroz e 30% de umidade, alcancando 1,83 U/g. Neste caso, os fatores significativos
foram o teor de casca de arroz, que apresentou efeito negativo na resposta, e a
interagcdo casca-umidade, com efeito positivo na atividade enzimatica. As conclusdes
desse trabalho indicaram melhores resultados para teores de umidade mais baixos,

diferente do que foi concluido neste trabalho.

Gasparotto (2014) avaliou o teor de umidade incial (65 — 90%) e a concentracéao de
farelo de soja (0 — 5,9%) no meio sélido para a producdo de enzimas celuloliticas
com T. reesei. ApOs varios ensaios, foi determinada a melhor condicdo em 68,6% de

umidade e 0,9% de farelo de soja para producéo de enzimas celuloliticas.

Oliveira et al. (2018) estudaram a influéncia da umidade e do pH na producédo de
celulases com Aspergillus fumigatus em trés residuos lignocelulésicos diferentes.
Em bagaco de cana foi encontrada a maior atividade enzimatica FPase (0,64 U/gms)
com 50% de umidade. Ja para a casca de coco verde, a maior atividade FPase (0,28
U/gms) foi alcangada com 75% de umidade incial e para o bagaco de caju com 70%
de umidade foi obtido 0,26 U/gms. Dessa forma, € possivel identificar que o teor de
umidade 6timo esta relacionado ao tipo de substrato utilizado, sendo os resultados
com bagaco de cana diferentes dos obtidos neste trabalho. Ja os ensaios com casca
de coco e bagaco de caju apresentaram maiores atividades FPase com umidades

préximas as deste trabalho.

Hu et al. (2018) investigaram a producdo de celulases por Aspergillus niger em
residuo téxtil avaliando diferentes parametros, dentre eles o teor de umidade. Foram
realizadas fermenta¢des variando a umidade entre 60 e 90%, alcancando 1,47 U/g,
de atividade FPase com 80% de umidade. As superficies de respostas geradas para
cada duas variaveis indicaram aumento na atividade enzimatica de FPase com o
aumento da umidade. A condicdo 6tima determinada pelo modelo estatistico foi com
umidade de 78,53%, a qual foi testada e o valor de FPase foi confirmado

experimentalmente.

Os fatos observados comprovam que a presenca da agua no meio de cultivo é um
fator de suma importancia tanto para o crescimento microbiano quanto para a
excrecao das enzimas de interesse (ALMEIDA, 2012). Aléem disso, observa-se que o
teor de umidade 6timo para cada processo € dependente da natureza do material
sélido, das necessidades do microrganismo e dos produtos desejados (PANDEY,
2000; HOLKER; LENZ, 2005).
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Além da observacéo referente a umidade, vale salientar que a atividade enzimatica
FPase maxima obtida neste trabalho é bastante proxima daqueles apresentados na
literatura citada. Dessa forma, pode-se dizer que a utilizagdo de casca de cacau
como substrato de FES para producdo de celulases utilizando T.harzianum
apresentou resultados satisfatorios. Portanto, esse residuo consiste em um potencial
substituto para as fontes celulésicas mais comuns na producdo de enzimas

celuloliticas.

5.2.3 Avaliacao de teores de umidade inicial mais elevados

Diante do exposto anteriormente, foram realizados ensaios em frascos com teores
de umidade inicial maiores do que aqueles avaliados no planejamento experimental
da fermentacao, a fim de verificar se maiores atividades enziméticas poderiam ser
obtidas. Uma vez que a condicdo de 60:40 (CC:BC) apresentou o maior valor de
atividade enzimatica e uma tendéncia de ser ainda maior, de acordo com o0 aumento

da umidade.

Foram realizados ensaios com umidade inicial de 70, 75 e 80% em 72, 96 e 120
horas de fermentacdo, por serem 0s tempos nos quais as maiores atividades
enzimaticas de FPase foram observadas. Os resultados encontrados para esses

ensaios estédo apresentados na Figura 18.

Verificou-se que a atividade enzimatica FPase atingiu niveis maiores, em
comparacdo com 0s ensaios do planejamento, de acordo com o0 aumento da
umidade inicial no meio sélido. O teor de umidade de 80% possibilitou a obtencéo de
3,99 U/gms de atividade enzimatica, em 120 horas de cultivo, correspondendo a um
incremento de 2,15 vezes na atividade de FPase do melhor resultado. (MUDEI PRA
ANTES DA FIGURA)
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Figura 18 — Atividade enzimatica FPase para cultivos com T. harzianum I0C-4127 nas
condigcbes de 60:40 (CC:BC) e (o) 70%, (m) 75% € (A) 80% de umidade inicial.
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Com isso, é possivel que para teores de umidade inicial maiores seja alcancado
mais um aumento na atividade enzimatica, porém também pode ocorrer o oposto,
uma reducdo significativa, conforme observado por Florencio (2011). A autora
constatou aumento da atividade enzimatica CMCase em cultivos de
T. reesei RUT C30 com 75% e 80% de umidade inicial. Enquanto em cultivos com

85% ocorreu a diminuicdo da atividade de CMCase.

Assim, foi possivel comprovar que o teor de umidade do meio é essencial para o
crescimento do microrganismo e para a producéo de celulases, uma vez que afeta a
difusdo de nutrientes e de ar no meio de cultivo. Limitacdo de agua no meio pode
causar dificuldade de acesso aos nutrientes, resultando em uma reducao na taxa de
crescimento microbiano e na formacdo de produtos desejados. Por outro lado,
teores de umidade elevados diminuem a porosidade do meio sélido, o que resulta
em restricao da difusdo de gases (FARINAS, 2015; PANDEY, 2003).
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5.3 CULTIVOS SOLIDOS EM COLUNAS DE RAIMBAULT

5.3.1 Aparato experimental

O sistema de colunas de Raimbault completo, utilizado para a producédo de celulases
por FES foi montado conforme item 4.7.1. A Figura 19 corresponde a esse sistema
ja em processo de fermentacfes. A Figura 20 apresenta o destaque para o banho

termostatico contendo as colunas.

Figura 19 — Sistema utilizado para a fermentacdo em colunas de Raimbault.

No umidificador priméario foram adicionadas ponteiras juntamente com a agua
responsavel por umidificar o ar que era fornecido para as colunas. A finalidade de
aumentar a superficie de contato entre o ar e agua e a turbuléncia, e assim

favorecer a transferéncia de massa entre a agua e o ar.
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Figura 20 — Destaque para as colunas submersas no banho termostatico utilizado para
manutencao da temperatura.

] k

Outra observacdo importante € o fato de que ndo se dispunha de fluxémetros
capazes de medir a vazao do ar fornecido para as colunas, por isso, a visualizacao
das bolhas no umidificador secundario foi utilizada como base para verificar a
quantidade de ar fornecido para cada coluna. A aeracéao foi ajustada de maneira que
se tivesse uma quantidade semelhante de bolhas por minuto em cada coluna, porém
por se tratar de um método impreciso, ndo foi possivel ajustar uma vazéo

exatamente igual em todas as colunas.

5.3.2 Comparacéo entre cultivos com aeracgéo forcada e com aeracao natural

A cinética da producdo de celulases em colunas de Raimbault empregando a
aeracao forcada foi realizada em FES utilizando Trichoderma harzianum 10C-3844 e
I0C-4127 cultivados em FT e BC. A fim de verificar a influéncia da aeracdo na
producdo de celulases, realizaram-se cultivos em frascos, mantendo-se as demais
condicdes de fermentacdo, comparando-se o0s dois processos, por meio das
atividades enziméticas FPase.
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5.3.2.1 Trichoderma harzianum 10C-4127

O crescimento microbiano ao longo do tempo de fermentacéo foi registrado e pode-
se observar o aumento da presenca dos micélios de 24 para 120 horas, sendo a
Figura 21 para as colunas e a Figura 22 para os frascos, utilizando a linhagem 10C-
4127.

Figura 21 — Crescimento microbiano para os cultivos de T. harzianum I0C-4127 em colunas
apos 24, 48, e 120 horas de fermentacao.

Figura 22 — Crescimento microbiano para os cultivos de T. harzianum I0C-4127 em frascos
apos 24, 48 e 120 horas de fermentacao.

Nas fermentacdes em colunas, foi observada a presenca de micélios a partir de 48
horas, conferindo a cor branca no meio. No periodo de 120 horas foi possivel

verificar a presenca dos esporos, que apresentam coloracdo esverdeada. Ja nos
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cultivos em frascos, observou-se que desde as primeiras 24 horas houve a formacao
de micélios, os quais aumentaram de acordo com o tempo de fermentacéo. Ao final
do cultivo se observou a grande quantidade de micélios presentes, porém nado se

constata a presenca de esporos.

Além do aspecto visual, também foram constatadas diferencas significativas nas
atividades enzimaticas FPase entre os sistemas estudados. Na Figura 23 séao
apresentados os valores obtidos para esses ensaios ao decorrer do tempo de

cultivo.

Figura 23 — Comparacao da atividade enzimética FPase em cultivos sélidos com
T. harzianum |I0C-4127 em frascos (m) € em colunas de Raimbault.(e).
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O grafico indicou que apos 24 horas de fermentacdo a atividade enzimatica teve
valor semelhante para o cultivo em frascos e em colunas. Ja em 48 horas de cultivo,
0 ensaio em frascos apresentou atividade enzimatica maior do que o ensaio em
colunas. Em 72 horas, novamente foram obtidos valores semelhantes para os dois
processos estudados, sendo alcancado 3,57 U/gms de atividade enzimatica FPase,
a maior para o cultivo em frascos. Nos tempos de fermentacdo seguintes, as
atividades obtidas nas colunas foram superiores as obtidas nos frascos, sendo o

valor maximo 5,40 U/gms, em 96 horas de cultivo.
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5.3.2.2 Trichoderma harzianum I0C-3844

Foram realizados ainda outros ensaios, tanto em colunas quanto em frascos,
empregando as mesmas condi¢cdes de fermentacdo, porém utilizando a linhagem
I0C-3844. As Figuras 24 e 25 apresentam o aspecto visual das colunas e dos

frascos, respectivamente, ao decorrer do tempo de fermentacao.

Figura 24 — Crescimento microbiano para os cultivos de T. harzianum I0C-3844 em colunas
apos 24, 48 e 120 horas de fermentacao.

Figura 25 — Crescimento microbiano para os cultivos de T. harzianum 10C-3844 em frascos
apoés 24, 48 e 120 horas de fermentagéo.

Nos ensaios utilizando colunas de Raimbault, foi possivel verificar a presenca de
micélios apos 48 horas de cultivo. A partir dai, observou-se a presenca de esporos,

0S quais aumentam no meio solido, com o decorrer da fermentacdo, o que pode ser
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constatado pela maior intensidade da coloracéo verde. Para os frascos, também se
observou o crescimento microbiano apds 48 horas de fermentagdo, tempo no qual é

possivel visualizar micélios e esporos.

Os valores obtidos para as atividades enzimaticas FPase entre os sistemas com
aeracdo forcada e com aeracao natural estudados para a linhagem 10C-3844, no

decorrer do tempo de cultivo, estdo apresentadas.na Figura.26.

Figura 26 — Comparacao da atividade enzimatica FPase em cultivos sdélidos com
T. harzianum I0C-3844 em frascos (m) e nas colunas de Raimbault.(e).
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Para essa linhagem de T harzianum, observou-se um comportamento semelhante
ao obtido para a linhagem 10C-4127 até 48 horas. O valor da atividade FPase nos
ensaios em frascos e em colunas foi bastante préximo em 24 horas e em 48 horas a
atividade enzimatica dos cultivos em frascos foi superior a atividade encontrada nos
cultivos em colunas. A partir de 72 horas de fermentacdo, os ensaios nas colunas
apresentaram atividades enzimaticas maiores do que nos frascos. Em 72 horas de
fermentacdo, a atividade enzimatica atingiu 3,46 U/gms nos cultivos em colunas,
sendo o maior valor observado para esse ensaio, enquanto os frascos apresentaram

atividade enzimética de FPase de 2,54 U/gms, em 120 horas de cultivo.
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5.3.2.3 Comparacao entre os cultivos de T.harzianum I0C-4127 e 10C-3844

Os valores méximos de atividade enzimatica FPase encontrados para as duas
linhagens de Trichoderma harzianum nas fermentacdes em estado sdlido aeradas e

nao aeradas estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 — Atividades FPase maximas obtidas nos cultivos com aeracao forcada e
com aeracao natural para T. harzianum 10C-4127 e I0C-3844.

Linhagem Aeracao forcada Aeracao natural
I0C-4127 5,40 U/gms 3,57 U/lgms
I0C-3844 3,46 U/gms 2,54 Ulgms

A atividade enzimética das duas linhagens aumentou nos cultivos realizados com as
colunas de Raimbault, em relacdo aos frascos, apresentando um acréscimo de
51,3% para a linhagem 10C-4127 e de 36,2% para a linhagem [0C-3844.
Provavelmente, isso pode ter ocorrido porque a aeracdo fornece o oxigénio
necessario para a respiracao celular e promove aumento da sua transferéncia entre
as particulas solidas (FARINAS, 2015).

Nos cultivos com aeracao natural, a transferéncia de oxigénio ocorre principalmente
por difusdo, o que limita o oxigénio disponivel para o0 crescimento microbiano
(FARINAS et al., 2011; GASPAROTTO, 2014; PIROTA et al., 2016). Além disso, a
aeracdo colabora com a manutencdo da umidade no meio sélido, uma vez que o ar
é saturado com &gua antes de entrar nas colunas (ROCKY-SALIMI; HAMIDI-
ESTEFAHANI, 2010).

Ademais, a aeracdo também auxilia nas trocas térmicas, controlando a temperatura
no meio de cultivo a partir da remocao do calor e, ainda, remove o gas carbénico,
ambos produzidos durante o processo de respiracao celular (GASPAROTTO, 2014,
RAIMBAULT, 1998). Raghavarao et al (2003) afirma que em fermentacdes nao
aeradas, a remocao do calor metabdlico é dificultada, devido a baixa condutividade

térmica do substrato sélido e ao reduzido numero de superficies para troca térmica.

Uma comparacdo entre 0s microrganismos apontou que a linhagem 10C-4127

alcancou maiores niveis de atividade FPase, tanto nas fermentacbes aeradas
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guanto naquelas ndo aeradas. Comparando-se as atividades FPase maximas
alcancadas, verifica-se que a linhagem 10C-4127 produziu uma quantidade de
enzimas 56,1% superior a linhagem 10C-3844. Dessa forma, fica evidente, como ja
observado no item 5.2.1, que a linhagem 10C-4127 é capaz de produzir maiores

niveis de celulases, em comparacao com a linhagem 10C-3844.

Segundo a CCFF (Fiocruz) a diferenca entre as linhagens estudadas advém do
substrato dos quais foram isolados, bem como hospedeiros e regides geograficas.
Com isso, possivelmente a linhagem 10C-4127 apresentou maior adaptacdo aos
meios solidos estudados, com atividade enzimatica mais pronunciada, o que
promoveu a hidrdlise da celulose presente no substrato e, consequentemente, maior
crescimento celular. JA a linhagem 10C-3844 apresenta alta concentracdo de
esporos, o que indica um meio de cultivo desfavoravel para o crescimento

microbiano.

Conforme os resultados apresentados, constatou-se que, em concordancia com a
literatura, a aeracao forcada é um dos fatores que afetam diretamente a FES e,
consequentemente, o crescimento microbiano e a producéo de celulases, uma vez
que esta relacionada a disponibilidade de oxigénio no meio. Em todos os casos da
literatura aos quais se teve acesso, foram observados aumentos na producao

enzimatica em comparacédo aos cultivos utilizando aeracao natural.

Rocky-Salimi e Hamidi-Estefahani (2010) estudaram o efeito do tamanho de
particula do substrato, a taxa de aeracdo e o tempo de cultivo, utilizando o
microrganismo Trichoderma reesei e farelo de arroz como substrato. A atividade
enzimatica de FPase maxima obtida foi de 11,648 U/gms e os resultados indicaram
que FPase foi fortemente sensivel ao tamanho de particula, a aeracdo e a

combinacéo desses fatores.

Farinas et al. (2011) estudaram a influéncia do fluxo de ar, da umidade relativa do ar
de aeracdo e do teor de umidade inicial do meio solido na atividade enzimatica
CMCase, produzida por Aspergillus niger cultivado em farelo de trigo. Para os
cultivos com aeracao natural foi obtida atividade enzimatica de 29,8 U/g, enquanto
para os cultivos com aeragao forcada alcangou-se 50,2 U/g de atividade CMCase,

correspondendo a uma aumento de 68,5%.

Afonso (2012) cultivou Myceliophtora sp. em frascos e em colunas de Raimbault,

utilizando farelo de soja e BC. Foi observado um alto teor de celulases, em relacdo a
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FPase, sedo obtido 10,3 U/gms nos cultivos com aeracdo natural e 13,0 U/gms em
cultivos com aeracgdo forcada. Embora esses valores sejam préximos ao dobro do
valor obtido neste trabalho, ocorreu um aumento de apenas 26,2%.

Myceliophtora sp. também foi cultivado por Casciatori, Casciatori e Thomeo (2013),
utilizando BC e FT como substratos. O biorreator de leito empacotado possuia
aeracdo forcada, era em escala piloto, com 1 m de comprimento e a producéo
enzimética foi avaliada a cada 10 cm. Foram testadas duas taxas de aeracao
diferentes e a maior atividade obtida foi de 4,0 U/gms com aeragao de 240 L/h.
Quando a taxa de aeracdo é reduzida pela metade, a atividade enzimética FPase
reduz para 3,0 U/gms, indicando baixa disponibilidade de oxigénio para o ultimo

caso.

Trichoderma reesei foi cultivado em BC e farelo de soja por Gasparotto (2014) e
apresentou aumento na atividade FPase de 3,25 U/g nos cultivos com aeracéo
estatica para nos cultivos em colunas, empregando aeracao forcada. Esse valor
maximo corresponde 4,118 U/g a um valor inferior, bem como o aumento de 26,7%
obtido pela autora estd abaixo dos encontrados neste trabalho para a linhagem IOC-
4127.

Pirota et al. (2016) cultivaram Aspergillus oryzae em farelo de trigo e a aeracao
forcada possibilitou que fosse alcangado um aumento de 336% na atividade
enzimatica FPase, em relacdo aos cultivos com aeracdo estatica, em um dos
ensaios de teste. Embora tenha sido uma grande variacdo, o valor maximo da
atividade enzimética foi inferior a 0,50 U/g, em qualquer cultivo, sendo
consideravelmente abaixo do valor obtido neste trabalho.

A Tabela 11 apresenta a comparacao entre as atividades FPase maximas obtidas
para este trabalho e para outros autores citados, utilizando aeracdo forcada. As
diferencas percentuais dessas atividades em relacdo aos cultivos estaticos também

estao indicadas.
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Tabela 11 — Comparagéo entre a atividade enzimatica FPase com aeracgéo forcada e
0 aumento em relacdo a fermentacdo ndo aerada, obtida por este trabalho e por
outros autores

Referéncia Fungo Substrato FPase Aumento

Este trabalho T. harzianum I0C-4127 FTeBC 5,40 U/gms 51,3%
Afonso (2012) Myceliophtora sp.M77 BCeFS 13,0 U/gms 26,2%
Gasparotto (2014) T. reesei NRRL-6156 BCeFS 4,12 Ulg 26,7%
Pirota et al. (2016) A. oryzae P27C3 FT 0,50 Ulg 336%

FT: farelo de trigo, BC: bagaco de cana, FS: farelo de soja.

Diante desses dados, é possivel afirmar que os resultados obtidos neste trabalho
para o cultivo de Trichoderma harzianum em BC e FT foram satisfatérios. Os valores
de atividade enzimatica FPase e/ou o percentual de aumento obtidos dos cultivos
utilizando aeracdo natural para os cultivos com aeracdo forcada se mostraram
superiores aos resultados disponiveis na literatura, mesmo que para outros

microrganismos, substratos e escala do biorreator.
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6 CONCLUSAO

A realizacdo de FES para producédo de celulases utilizando casca de cacau como
substrato se mostrou um processo que pode ser desenvolvido, uma vez que se
obtiveram valores razoaveis de atividade enzimética FPase. Ressalta-se que o0 uso
desse substrato para producdo de celulases € bastante escasso, 0 que evidencia

relevancia dos resultados obtidos neste trabalho.

Dentre os microrganismos avaliados, a linhagem 10C-4127 apresentou maiores
valores de atividade enzimatica para todos os experimentos, sendo indicada para

outros estudos para producao de celulases.

O estudo das variagdes do teor de umidade e da proporcao de casca de cacau nas
fermentacdes realizadas confirmaram que estes fatores sao significativos, porém as
analises estatisticas indicaram que a umidade é fator que apresenta maior influéncia
sobre a resposta FPase. A melhor condicdo obtida apresentou atividade de FPase
de 1,85 U/gms, com 60% de CC e 70% de umidade inicial.

A comparacdo entre os cultivos com aeragdo forgada, utilizando colunas de
Raimbault, e os cultivos com aeracdo natural, utilizando frascos, mostrou que a
aeracdo € um fator importante para o crescimento celular e excrecdo de enzimas
celuloliticas. Obteve-se atividade FPase maxima de 5,40 U/gms em FES com
aeracdo forcada e 10C-4127, com 40% de FT e 60% de umidade inicial, o qual

correspondeu a um aumento de 51,3% em relag&o ao cultivo com aeracao natural.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Realizacdo de outros planejamentos experimentais, empregando maiores
valores de umidade inicial, o que foi indicado ser o fator de maior importancia
na producéo de celulases com CC;

e Averiguar a melhor taxa de aeragdo, o que néo foi possivel medir devido a
falta de instrumentos;

e Realizacdo de ensaios com microrganismos de outras espécies, isolados de
regides produtoras de cacau, para avaliar a capacidade de producdo de
celulases em casca de cacau;

e Estudo da estabilidade das enzimas produzidas.
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RESUMO - As celulases sé@o enzimas responsaveis pela hidrélise da celulose,
o principal constituinte da parede celular dos vegetais, em glicose. A
fermentacdo em estado sélido (FES) pode ser empregada para producéo de
celulases utilizando residuos agroindustriais e fungos filamentosos. Neste
trabalho, foram realizados cultivos sélidos para investigar a producdo de
celulases utilizando casca de cacau como substrato e os fungos Trichoderma
harzianum I0C-3844 e |I0C-4127. Foram analisadas as atividades enziméaticas
FPase e CMCase em funcdo dos tempos de cultivo e de extragcdo. Os
resultados demonstraram a viabilidade desse processo, em que a linhagem
I0C-4127 apresentou as maiores atividades de CMCase (9,23 + 3,04 U/g) e
FPase (1,63 £ 0,16 U/g), ambos no quarto dia de cultivo e 60 minutos de

extracao.
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1. INTRODUCAO

As celulases sdo enzimas capazes de hidrolisar a molécula de celulose,
polimero fibroso, resistente e insolivel a agua e principal constituinte da parede
celular dos vegetais. A reacdo de hidrolise libera as subunidades de glicose
constituintes desse polimero, que sdo muito visadas devido a possivel aplicacdo na
producéo de biocombustiveis (Castro; Pereira Jr, 2010).

Uma das estratégias para producdo das celulases é a fermentacdo em estado
sélido (FES), em que uma de suas vantagens € a semelhanca entre o ambiente
fermentativo e o habitat natural dos fungos filamentosos, principais produtores
dessas enzimas. (Pandey, 2003). Nesse processo, € possivel reaproveitar residuos
agroindustriais como fonte de nutrientes e suporte para o crescimento microbiano e
a producéo de celulases. Farinas et al. (2008) constataram a viabilidade de producéo
de celulases com A. niger em diferentes residuos, obtendo 12,76 Ul/g de CMCase

em bagaco de laranja e 6,65 FPU/g em farelo de soja.

A cadeia produtiva da induUstria cacaueira gera uma grande quantidade de
residuo vegetal, principalmente proveniente da casca do fruto, que representa cerca
de 80% da sua massa. Em 2017, o Brasil produziu mais de 214 mil toneladas de
améndoas de cacau (IBGE), parte de fruto que corresponde a 8% da sua massa,
gerando, assim, mais de 2,1 milhdes de toneladas de residuos. Normalmente, esse
material € reaproveitado para racdo animal e compostagem, porém alguns
componentes da casca do fruto podem ser toxicos para animais e ocasionar a
disseminacdo de pragas nas lavouras (Silva Neto et al.,, 2001), o que ratifica a

necessidade da busca por alternativas para o reaproveitamento desse residuo.

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi verificar a viabilidade de
reaproveitar residuos do cacau como substrato para a producdo de celulases por

FES, utilizando fungos filamentosos da espécie Trichoderma harzianum.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Microrganismos

Os fungos filamentosos T. harzianum, linhagens 10C 3844 e IOC 4127 foram
obtidos liofilizados da Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz/ CCFF-RJ). Os
microrganismos foram reidratados, inoculados em meio PDA (39 g/L) e incubados a
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30 °C por 7 dias. O estoque foi obtido pelo cultivo em meio sdélido contendo 80% de

bagaco de cana (BC) e 20% de farelo de trigo (FT).
2.2. Cultivos Sélidos

O meio solido consistiu de uma mistura composta por casca de cacau (CC),
cedida pela Agroindustria Chocolates Espirito Santo (Rio Novo do Sul-ES) e bagaco
de cana-de-acucar (BC), fornecido pela Usina Paineiras (Itapemirim-ES). Ambos
foram submetidos a secagem em estufa a 105 °C, triturados em moinho de facas e

peneirados para obtencdo da granulometria desejada (inferior a 10 mesh).

As fermentacdes foram realizadas em frascos (Erlenmeyers) de 500 mL com
10 g de material sélido, na proporcao 40:60 (CC:BC), com 60% de umidade inicial,
obtida pela adicdo de solucao salina (Urbanszki, Szakacs e Tengerdy, 2000), e 0,1 g
de in6culo, proveniente do estoque. Os frascos foram incubados a 30 °C durante 5
dias, sendo retirada uma amostra a cada 24 horas para realizacdo da extracédo de
enzimas e andlises de atividades enzimaticas CMCase e FPase. Os cultivos foram

realizados em duplicata.
2.3. Ensaios de extracao e atividade enzimatica

As extracOes foram realizadas com 1,0 g do solido fermentado, 10 mL de
tampao citrato de sédio (0,05 M e pH 4,8), 10 mL de agua destilada e uma gota de
Tween 80. A mistura foi agitada a 180 rpm e temperatura ambiente durante 20, 40 e
60 minutos. O extrato enzimatico foi filtrado em gaze e centrifugado a 3500 rpm por

30 minutos.

A determinacéo das atividades enziméaticas CMCase e FPase foi baseada em
Ghose (1987) e sao expressas em U/g, que corresponde a quantidade de enzima
que libera 1 umol de glicose por minuto na reacdo de hidrélise do substrato por

grama de massa seca.



94
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a atividade CMCase, a linhagem I0C-4127 apresentou a maior atividade
entre os dois microrganismos, exibindo um comportamento semelhante entre 20 e
60 minutos de extragdo e uma tendéncia linear para 40 minutos. A maior atividade
enzimética ocorreu no quarto dia de fermentagcdo e realizando a extracdo em 60
minutos (9,23 + 3,04 U/g). J4 a linhagem 10C-3844 apresentou comportamento
semelhante na atividade em relacdo aos trés tempos de extracdo, sendo no terceiro
dia e em 20 minutos de extragdo a maior atividade (4,95 = 0,78 U/g). A Figura 1
apresenta os resultados médios obtidos nos experimentos.

10C 3844 10C 4127
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Figura 27 — Atividades enziméticas CMCase para os fungos Trichoderma harzianum
nos tempos de 20 (¢), 40 (m) e 60 (A) minutos.

Para a atividade FPase, a linhagem I0C-4127 também apresentou maiores
valores de atividade enzimatica, no quarto dia de cultivo e 60 minutos de extracéo
(1,63 £ 0,16 U/g), apresentando o mesmo comportamento entre os trés tempos de
extracdo. A linhagem I0C-3844 apresentou a mesma tendéncia entre os tempos de
extracdo estudados, sendo a maior atividade obtida a 60 minutos de extragao e no
segundo dia de cultivo (0,84 + 0,15 U/g). A Figura 2 esboca a média obtida nas
duplicatas da atividade total de celulases, FPase, para as duas linhagens de T.

harzianum.
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Figura 28 — Atividades enziméticas FPase para os fungos Trichoderma harzianum
nos tempos de 20 (¢), 40 (m) e 60 (A) minutos.

Deschamps et al. (1985) alcancaram atividades de 18 FPU/g e 198 U/g de
FPase e CMCase respectivamente, em cultivos com BC; Alam et al. (2009)
produziram celulases com T. harzianum em residuos da producao de 6leo de palma
e atingiram 8,2 FPA/g de atividade FPase; Kilikian et al. (2014) obtiveram 5,4 U/g de
atividade FPase para cultivo em BC; Rahnama et al. (2016) encontraram FPase de
6,25 U/g de substrato e CMCase de 111,31 U/g de substrato, utilizando palha de

arroz.

Embora o presente estudo tenha obtido atividades enzimaticas inferiores as
encontradas na literatura, vale ressaltar que o uso de residuos de cacau para a
producado de celulases ndo € encontrado. Dessa forma, um dos aspectos relevantes
dos resultados apresentados consiste na escassez de publicacbes sobre o objetivo
proposto e a realizacdo de outros experimentos visando determinar a condicdo 6tima

do processo.
4. CONCLUSAO

Os cultivos sélidos para a producao de celulases apresentaram resultados
satisfatorios, o que torna a casca de cacau um residuo em potencial para o uso em
FES. Os fungos T. harzianum 10C-3844 e 10C-4127 se mostraram capazes de
produzir as enzimas, sendo que os melhores resultados foram os da linhagem 10C-
4127: CMCase 9,23 + 3,04 U/g e FPase 1,63 + 0,16 FPU/q.
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Resumo. O conhecimento da cinética dos processos fermentativos é essencial para
avaliar as condi¢cdes operacionais e a possivel ampliacdo de escala. Os modelos
cinéticos descrevem o comportamento da concentracdo celular em relacdo as
demais vaiaveis do ambiente, ao longo do tempo de cultivo. Uma vez que a
quantificacdo direta da biomassa é complexa, faz-se a estimagcdo dessa variavel a
partir de uma medida indireta. Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi realizar a
estimativa do crescimento celular de Trichoderma harzianum em fermentacéo
sélida a partir de medidas de producdo de CO, e de atividade enzimatica FPase e
realizar a estimagdo de parametros dos modelos. Os resultados obtidos para a
concentracdo de biomassa foram considerados satisfatérios, sendo o valor maximo
de 0,0247 g cel/ gms alcancado com 24 horas de fermentacdo, proximo aos
relatados na literatura.

Palavras-chave: Trichoderma harzianum, Celulases, Modelagem, Medida Indireta

de Biomassa, Estimacao de Parametros.
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1. INTRODUCAO

As enzimas celuloliticas sdo biocatalisadores extremamente visados por
diversos segmentos da industria, devido a sua atuacdo na molécula de celulose,
polimero fibroso, resistente e insolivel a 4gua e principal constituinte da parede
celular dos vegetais. A celulose € constituida por 3.500 a 10.000 unidades de glicose
unidas por ligacées B-1,4-glicosidicas, em que cada molécula de glicose se liga a
outra com orientacédo de 180° (NELSON; COX, 2014; STICKLEN, 2008).

A producdo de celulases por fermentacdo em estado solido (FES) apresenta
inUmeras vantagens em realacdo a fermentacdo submersa (FS), dentre as quais o
baixo investimento, o reaproveitamento de residuos agroindutstriais e o baixo
consumo de agua e, consequentemente, baixa geracao de efluentes. No entanto, a
natureza heterogénea do meio de cultivo nesse tipo de fermentacdo dificulta a
quantificacdo direta das variaveis do processo, bem como seu controle e

monitoramento.

Dentre as variaveis de interesse, tem-se a concentracdo de biomassa, que
consiste de uma medida indispensavel para a verificacdo das condi¢cdes 6timas de
fermentacdo, bem como uma possivel ampliacdo de escala. Contudo, a medida
direta dessa grandeza é complexa em processos de FES, devido a dificuldade de
separar 0s microrganismos do substrato e a interferéncia que este pode causar nos
ensaios quimicos (VINIEGRA-GONZALEZ, 1997). Por isso, métodos indiretos
relacionados aos componentes especificos de determinados microrganismos e as
suas atividades metabdlicas sao frequentemente utilizados para estimar a biomassa,
como medidas de ergosterol, glicosamina, enzimas e respiragdo celular
(DALSENTER, 2005; RUTSATZ, 2006).

Nesse contexto, o presente trabalho tem como objetivo realizar a estimacéo do
crescimento microbiano a partir da modelagem de medidas indiretas de producéo de
gas carbbnico e atividade enzimética em um processo de FES, bem como realizar a

estimacao dos parametros envolvidos nos modelos.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Fermentacgéo

Os experimentos de FES foram realizados em reatores tipo colunas de
Raimbault (RAIMBAULT e ALAZARD, 1980), as quais estavam conectadas a um
sistema de aeracdo e em banho com temperatura de 30 °C durante 120 horas,

conforme esquema da Figura 1.
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Figura 1 — Esquema do sistema de colunas de Raimbault.
Fonte: AFONSO (2012).

O microrganismo utilizado foi o fungo filamentoso Trichoderma harzianum
I0C-4127, obtido da Colegcdo de Culturas de Fungos Filamentosos da Fundacéo

Oswaldo Cruz (Fiocruz/ CCFF), localizada no Rio de Janeiro — RJ.

O meio sélido de fermentagéo era composto por 4 g, sendo 60% de bagaco de
cana-de-agucar (BC) e 40% de farelo de trigo (FT). O teor de umidade inicial no meio
soélido foi de 60%, calculado em base Uumida, atingido pelo uso da solugcédo salina

descrita por Urbanszki, Szakacs e Tengerdy, (2000).
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As colunas e o meio de cultivo foram esterilizados em autoclave vertical
(Phoenix Luferco AV-100) a 121 °C durante 20 minutos. Posteriormente, cerca de
0,1 g de in6culo foi adicionado ao meio de cultivo, o qual foi homogeneizado e

transferido para as colunas.

2.2 Medicédo de CO,

O sistema de medicdo era um circuito fechado, composto por uma bomba
peristaltica responsavel por circular o ar a partir do topo da coluna, seguindo pelo
sistema de medicdo de CO;, e retorna a coluna pela sua parte inferior As medidas de
CO, liberado foram realizadas com um medidor portétil (AZ-77535), registrando-se
os valores a cada minuto, durante o periodo de 30 minutos, nos tempos de
fermentacao de 24, 48, 72, 96 e 120 horas

2.3 Extracdo de enzimas

A cada 24 horas, aproximadamente 1,0 g do sélido fermentado foi adicionado
em erlenmeyers de 125 mL, juntamente com 10 mL de 4gua destilada e 10 mL de
tampao citrato de sédio (0,05 M e pH 4,8) mais uma gota de Tween 80. Os frascos
foram submetidos a agitacdo de 180 rpm em mesa agitadora (SPLabor, 180/A) e
temperatura ambiente por 60 minutos. Ap6s o tempo de agitacdo, a mistura foi
filtrada em gaze para remogéo dos sdlidos e o extrato enzimético foi centrifugado
(Centrifuga Nova Instruments, NT 810) a 3500 rpm durante 30 minutos (SALOMAO,

2017) e o sobrenadante utilizado nos ensaios de atividade enzimatica.

2.4 Determinacao da atividade enzimética FPase

Para determiner a atividade enzimatica de FPase empregou-se tiras de papel

filtro Whatman n°1, com dimensdes de 1,0 x 6,0 cm, (aproximadamente 50 mg)
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como substrato e o teor de agucares redutores foi determinado pelo método DNS
(GHOSE, 1987).

A reacdo enzimatica foi conduzida em tubos de ensaio, nos quais foram
adicionados o substrato enrolado e 1,5 mL do extrato enzimético, mantidos em
banho-maria a 50 °C durante 60 minutos. Em seguida, 1,5 mL de acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) foi adicionado aos tubos de ensaio, que foram submetidos a
banho de &agua fervente por 5 minutos, seguido de banho de gelo. O volume foi
completado com &gua destilada até 10 mL, a mistura foi homogeneizada e sua
absorbancia lida em espectrofotébmetro (Kasuaki IL 227) com comprimento de onda
ajustado em 540 nm (GHOSE, 1987).

Foram preparadas, ainda, as solu¢des de controle e para zerar o equipamento.
Na primeira, realizou-se 0 mesmo procedimento, porém o extrato enzimético foi
adicionado apdés decorrido o tempo da reagcdo enzimdtica; para a segunda,
substituiu-se o extrato enzimatico por tampéao citrato de sédio

2.5 Modelos Cinéticos

A taxa de producdo de CO, (CER) foi calculada pela Equacéo 1 e, a partir do
coeficiente respiratério (CR) definido pela Equacéo 2, obteve-se a taxa de consumo
de oxigénio (OUR).

1PV dZCOZ
= — 7 (ZEcoz 1
CER MRT( dt ) @)
CER
RQ = —— 2
Q=370R (2)

Em que M é a massa seca instantanea; P é a pressao, R é a constante universal dos

gases; T € a temperatura e zco € a fracdo molar de COs,.
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Foram utilizados os modelos cinéticos de consumo de oxigénio e de formacao
de produtos, correspondentes as Equacdes 3 e 4, respectivamente, para estimar a
biomassa ao longo da fermentacao.

OUR = ax + X
B YX/Oz dt o ©)
dP 1 dx N X
dt  Yyp dt e (4)

Onde Yx02 € Yxp sao os coeficientes de biomassa formada por O, consumido e
produto formado, respectivamente; mp, € mp S80 0s coeficientes do consumo de O
e formacéo de produtos utilizados para a manutencao celular, respectivamente; X é

a concentragao microbiana.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os modelos cinéticos foram ajustados de forma direta pelo software Matlab e a
ferramenta ode23s, utilizando os valores iniciais de 0,1 g cellgms para X e 1x10®
U/gms para a atividade enzimatica de FPase. Com estes valores, o programa gerou
a solucdo direta do problema e, posteriormente, foi realizada a otimizacdo dos

parametros, por meio do software Matlab usando a funcdo fmincon.

Considerou-se que o coeficiente respiratorio é igual a 1,0, o que significa que
a taxa de oxigénio consumido utilizada pelos microrganismos para a respiracao
celular ao longo do cultivo é igual a taxa de gas carbbnico produzida. Dessa
maneira, pode-se assumir que OUR = CER, o que possibilita obter as medidas

experimentais em relacdo ao O,.
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Como resultados, tem-se a Figura 2, que apresenta a quantidade de biomassa

fungica estimada, em gramas de células por grama de massa seca (g cel/ gms) em
funcdo do tempo de fermentacéo.
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Figura 2 — Concentracdo estimada de células.

Observa-se que a concentracdo maxima de biomassa fangica obtida foi de
0,0247 g cel/ gms com 24 horas de fermentacéo e ap0s esse tempo, verifica-se uma
reducdo de biomassa até o final do cultivo. Isso ocorre porque no inicio do cultivo
ocorre a fase de crescimento exponencial (log), em que 0s microrganismos utilizam

a maior parte dos nutrientes disponiveis para se multiplicarem.

Arora et al. (2018) estimaram o crescimento microbiano de Rhizopus oryzae
MTCC 1987 em farelo de trigo e torta de 6leo de linhaca para a producéo de fitase, a
partir de ensaios de glicosamina, e obtiveram concentracdo maxima de células de 71

g/kgms.

Trametes hirsuta foi cultivado em silagem de milho e madeira de pinho por
Steudler e Bley (2015). O crescimento celular desse microrganismo foi estimado em
relacdo a producdo de gas carbbnico e a concentracdo maxima obtida encontra-se

préxima de 0,05 g/ gms.
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A Figura 3 mostra a comparacao entre os dados obtidos experimentalmente para
a atividade enzimatica de FPase e os dados simulados pelo modelo, em funcéo do
tempo de fermentagéo.
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Figura 3 — Comparacao entre 0s pontos experimentais (o) e preditos (e) para a

atividade enziméatica de FPase.

Verifica-se que os valores simulados representam suficientemente bem os
pontos experimentais até 72 horas de fermentagdo. A partir de 96 horas, tem-se a
atividade maxima seguida de reducéo caracteristica, todavia os pontos simulados se
mostraram discrepantes em relacdo aos pontos experimentais. E possivel que o
modelo empregado represente bem os pontos de aumento de atividade enzimatica,
mas nao represente suficientemente bem quando essa atividade € reduzida, apos

um certo tempo de fermentacgao.

A otimizacéao foi realizada pela minimizagcéao da funcéo objetivo, que corresponde
a diferenca entre os pontos simulados e os pontos experimentais. Para ilustrar o
comportamento dessa funcéo, tracou-se o grafico contendo os valores da funcao

objetivo para cada iteracdo. A Figura 4 apresenta esse gréfico.
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Figura 4 — Variagcao da fung&o objetivo com o decorrer das iteracgdes.

Observa-se que a reducao mais significativa da funcdo objetivo ocorre apos as
quatro primeiras iteracées, 0 que evidencia a alta velocidade com que a funcgéo

objetivo é minimizada.

Os valores estimados dos parametros e otimizados pelo software sao

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Parametros estimados e otimizados para os modelos cinéticos.

Parametro Valor
Yxi02 0,259 g cel/ mmol O,
Yxp 1,011x10° g cel/ U
Moz 0,067 mmol O,/ g cel - h
Mmp 2,508 U/ gcel - h

Diferentes métodos de estimagdo de parametros tém sido abordados na
literatura para os processos de FES (GELMI, PEREZ-CORREA, AGOSIN, 2002;
RUTSATZ, 2006; SILVEIRA, MAZUTTI, SALAU, 2014), contudo sua precisdo é

baixa, uma vez que se pode atingir um otimo local, e um esforco computacional
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consideravel é requerido. A utilizacdo de uma ferramenta para estimacdo de
parametros que seja mais robusta e rapida proporciona a determinacdo mais
eficiente da concentracdo de biomassa, tornando possivel 0 monitoramento online

do processo.

4. CONCLUSAO

Baseando-se nas analises apresentadas, pode-se concluir que foi possivel
realizar a estimativa do crescimento microbiano no cultivo solido de T. harzianum
para a producédo de celulases a partir de medidas indiretas da respiracdo celular e
da atividade enzimatica. Bem como, a estimacdo de parametros é uma ferramenta
muito Gtil em fermentacdes em larga escala por promover de modo rapido e eficaz a

otimizacao do processo.
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APENDICE C - Resultados dos teores de umidade e das atividades

enzimaticas dos experimentos realizados.

Tabela 12 — Teor de umidade e FPase obtidos para os experimentos do
planejamento experimental com biomassa de cacau.

_ Umidade Tempo de _ FPase
Experimento CC:BC Umidade (%)
inicial (%) fermetacao (h) (U/gms)
24 56,80 0,46
48 56,46 0,00
1 40:60 50 72 55,32 0,00
96 54,86 0,00
120 53,82 0,52
24 56,72 0,06
48 56,20 0,00
2 60:40 50 72 54,94 0,00
96 51,85 0,00
120 49,99 0,63
24 54,23 0,54
48 53,58 0,25
3 50:50 50 72 53,70 0,00
96 52,81 0,06
120 54,62 0,19
24 72,20 0,06
48 72,90 0,40
4 40:60 70 72 72,15 0,59
96 73,27 0,30
120 75,37 0,92
24 69,85 0,11
48 71,53 0,00
5 60:40 70 72 71,37 0,22
96 72,73 1,30

120 72,79 1,85
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(continuacéo)

24

70,62 0,00

48 70,28 0,05

6 50:50 70 72 69,81 0,93
96 71,50 1,28

120 72,03 1,62

24 60,93 0,00

48 60,72 0,21

7 40:60 60 72 60,08 0,38
96 60,05 1,63

120 59,69 1,07

24 63,14 0,09

48 62,90 0,00

8 60:40 60 72 63,48 0,00
96 63,63 0,48

120 63,92 0,74

24 63,00 0,00

48 63,03 0,26

9 50:50 60 72 63,35 0,00
96 63,73 0,72

120 64,08 0,47

24 59,41 0,88

48 59,41 0,03

10 50:50 60 72 61,40 0,56
96 58,33 0,30

120 62,01 0,61

24 63,26 0,00

48 63,60 1,08

11 50:50 60 72 62,76 0,03
96 63,92 2,26

120 64,93 1,03
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Tabela 13 - Teor de umidade e atividade FPase obtidos nos cultivos com aeracao
forcada para T.harzianum 10C-4127 e I0C-3844.

Tempo de
Linhagem Umidade (%) FPase (U/gms)
fermentacéao (h)
24 69,42 0,36
48 72,07 1,64
I0C-4127 72 79,11 3,73
96 81,72 5,40
120 82,22 4,84
24 56,66 0,45
48 57,22 1,09
I0C-3844 72 62,34 3,46
96 68,47 2,97
120 66,37 3,19

Tabela 14 — Teor de umidade e atividade FPase obtidos nos cultivos com aeracao
natural para T.harzianum I0OC-4127 e 10C-3844.

Tempo de
Linhagem Umidade (%) FPase (U/gms)
fermentacéao (h)
24 67,11 0,31
48 70,23 2,76
I0C-4127 72 73,17 3,58
96 72,33 3,50
120 72,22 2,91
24 66,67 0,25
48 66,51 1,55
I0C-3844 72 66,46 2,26
96 64,10 2,28

120 63,72 2,54
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