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RESUMO

A agroindustria do acai € uma das cadeias produtivas mais importantes
da regido Norte do Brasil. O excedente da comercializacdo do acai é constituido
principalmente de seus carogos, 0s quais sao descartados em aterros sanitarios e
cursos d’agua, sem qualquer tratamento. Uma possivel aplicacdo para o caroco do
acai € sua utilizacdo como substrato para fermentacdo no estado sélido (FES) para
a producdo de enzimas lignoceluloliticas, como CMCases e xilanases, as quais
atuam na conversdao de materiais lignocelulésicos em acucares fermentesciveis.
Atualmente, o custo de producao destas enzimas tem se apresentado como o0 maior
entrave para o aproveitamento dos residuos agroindustriais e o processo de FES
ganha destaque neste contexto por apresentar algumas vantagens sobre outras
tecnologias. No processo de FES um grande namero de variaveis afeta a producao
de metabdlicos de interesse, destacando-se as fontes de carbono e nitrogénio,
indutores de crescimento e sais minerais. Assim, este trabalho teve como objetivo
utilizar o caroco do acai como substrato para a producdo de enzimas por FES
avaliando-se a influéncia da composicdo do meio de cultivo através da aplicacdo da
metodologia de planejamento estatistico fatorial 2* completo para selecdo das
variaveis significativas. As variaveis estudadas foram a umidade inicial do meio e as
concentracfes de extrato de peptona de carne, extrato de levedura e CMC. Apos a
extracdo do complexo enzimatico e quantificacdo das atividades da CMCase e
xilanase, as variaveis concentracdo de extrato de peptona de carne e extrato de
levedura mostraram-se significativas para a producdo enziméatica. Posteriormente,
buscou-se a otimizacdo dos parametros do processo através de um delineamento
composto central rotacional (DCCR). As maiores atividades foram atingidas com o
incremento da concentracdo de extrato de peptona de carne e extrato de levedura
chegando a 8,24 U g™ e 8,08 U g*, de CMCase e xilanase, respectivamente. Testes
complementares foram feitos em concentracdes 3 vezes maiores que as utilizadas
no ponto central do DCCR, os quais indicaram um aumento de 1,59 e 1,16 vezes
nas atividades enzimaticas da CMCase e xilanase, respectivamente. Porém, através
do teste de Tukey, estes aumentos ndo apresentaram diferenca estatistica em
relacdo aos resultados obtidos nos ensaios utilizando concentragbes de reagentes
ao nivel codificado +1,41, conferindo vantagem econémica aos ensaios feitos com
menores quantidades de reagentes. O caro¢o do acai mostrou-se promissor como
substrato para FES, porém novos estudos devem realizados visando a definicdo e
otimizacdo dos parametros do processo.

Palavras-chave: Caroco do acai. Fermentacdo em estado solido. Aspergillus
niger. CMCase. Xilanase.



ABSTRACT

The acai agroindustry is the most important productive chains in
northern Brazil. The residues in the marketing of acai consists mainly of its pits,
which are discarded in landfills and waterways without any treatment. A possible
application to acai pits is its use as substrate for solid state fermentation (SSF) for
the production of lignocellulolytic enzymes as CMCase and xylanase, which act in
the conversion of lignocellulosic materials into fermentable sugars. Currently, the
cost of production of these enzymes has emerged as the biggest obstacle to the use
of agro-industrial waste and the process of SSF gained prominence in this context
due to several advantages over other technologies. The SSF process presents a
large number of variables that affect the production of metabolites of interest,
highlighting the sources of carbon and nitrogen, inducing growth and mineral salts.
This study aimed to evaluate the use of pits of acai as substrate for enzyme
production by SSF evaluating the influence of the compaosition of culture medium for
SSF through application of the methodology of statistical design full factorial 2* for
selection of significant variables. The variables studied were the initial medium
moisture and the concentrations of meat peptone extract, yeast extract, and CMC.
After extraction of the enzyme complex and quantification of CMCase and xylanase
activities, the variables of concentration of meat peptone extract and yeast extract
were significant for enzyme production. Subsequently, a central composite rotatable
design (CCRD) was made to achieve the optimization of the process parameters.
The highest activities were obtained by increasing the concentration of meat peptone
extract and yeast extract, reaching 8.24 U g' and 8.08 U g™, to CMCase and
xylanase, values, respectively. Additional tests were made at concentrations three
times higher than those used at the midpoint of the CCRD, which indicated an
increase of 1.59 and 1.16 times in the enzymatic activities of CMCase and xylanase,
respectively. However, by Tukey test, these increases did not differ statistically in
comparison to the tests results obtained using concentrations of reagents encoded
at +1.41, giving economic advantage to the tests made with smaller amounts of
reagents. The pit of acai has shown promising as a substrate for SSF, but additional
studies are performed to define and optimize the process parameters.

Keywords: Acai pit. Solid-state fermentation. Aspergillus niger. CMCase.

Xilanase.
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1 INTRODUCAO

A agroindustria do acai € uma das cadeias produtivas mais importantes
da regido Norte do Brasil, sobretudo para o estado do Para. Somente na cidade de
Belém existem cerca de 3 mil estabelecimentos que comercializam diariamente em
torno de 305 toneladas do acai (IBGE, 2008), gerando um excedente de 253
toneladas de lixo organico, constituido principalmente de carocos, descartados em
sua maioria em lixdes a céu aberto e cursos d’agua. O desenvolvimento desta
cadeia produtiva também depende da correta destinacdo de todos os subprodutos
gerados, eliminando-se ao méximo o conceito de rejeito. Neste sentido, o0s
subprodutos devem ser encarados como passiveis de valoragcdo econdmica,

ganhando novo aspecto dentro da cadeia produtiva.

Adicionalmente, a busca de uma maior eficiéncia dos processos
agroindustriais, com a utilizacdo de tecnologias menos agressivas sob o ponto de
vista ambiental e de baixo custo, com um menor consumo de reagentes e a
producdo de pouco ou nenhum residuo, permitindo o controle mais simples e
eficiente de sua eliminacdo, engloba o conceito de tecnologia limpa como o
emprego de técnicas de reutilizacdo, reciclagem e reaproveitamento desses

materiais.

Y

Os residuos agroindustriais tém geracdo atrelada sempre a outra
atividade produtiva, e muitas vezes ndo recebem tratamento adequado no momento
de sua destinacdo, configurando-se um passivo ambiental. Disponibilizados em
grande quantidade, séo ricos em componentes lignoceluldsicos. Estes componentes
sao hidratos de carbono continuamente reabastecidos pela reducdo fotossintética
do diéxido de carbono pela energia da luz solar, configurando-se como a fonte

natural renovavel mais abundante do planeta.

Atualmente, diversos processos, como a fermentagdo em estado sélido
(FES), tém sido desenvolvidos utilizando estes componentes ligncelulésicos para

obtencao de produtos com alto valor agregado.

Neste contexto, o caro¢co do acai destaca-se quanto sua utilizacéo

como substrato para FES por apresentar uma grande fracdo de celulose (53,20 %)
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em sua composicao, a qual pode ser utilizada pelo microorganismo fermentador na
producdo de enzimas celuloliticas de interesse comercial. Adicionalmente, a
possibilidade de agregar valor a esse residuo agroindustrial, geralmente tratado
como lixo, e a geracdo em grande quantidade, a baixo custo, desperta interesse
para pesquisas relacionadas ao seu aproveitamento eficiente e a reducdo dos

impactos ambientais decorrentes de sua destinacéo final.

A Dbioconversdo € uma das formas mais estudadas para o
aproveitamento dos residuos agroindustriais, porém algumas caracteristicas desses
materiais lignocelulésicos inibem sua degradacdo e/ou bioconversdo. Os graus de
cristalinidade e de lignificacdo, bem como a estrutura capilar da celulose, estdo
entre as maiores barreiras fisicas e quimicas a serem vencidas. Consequentemente,
através da compreensdo dessas estruturas é possivel identificar as razdes da
resisténcia dos materiais lignoceluldsicos a bioconversao (TENGERDY e SZAKACS,
2003; FUJITA et al, 2004).

A hidrélise enzimética vem se destacando como rota viavel para a
bioconverséo. A utilizacdo de enzimas altera a estrutura da biomassa celulésica e
converte a celulose em acucares fermentesciveis. Com varias aplicacées industriais,
a demanda de enzimas mais estaveis e altamente ativas tem crescido rapidamente,
tendo seus principais exportadores localizados na Europa, Estados Unidos e Japéo
(INT, 2010).

Em todo o mundo, o custo de producdo destas enzimas tem se
apresentado como o maior problema para o aproveitamento dos residuos
agroindustriais. De acordo com os dados do Ministério do Desenvolvimento e
Comércio Exterior do Governo Federal (ALICEWEB, 2010) sobre o mercado de
enzimas do Brasil, no ano de 2009, as importacdes brasileiras ultrapassaram US$
71 milhdes, enquanto as exportacdes atingiram US$ 32,2 milhdes, mostrando que o
mercado brasileiro € essencialmente importador, o que indica uma desvantagem

tecnoldgica e estratégica em termos de producdo e uso das enzimas no pais.

Segundo Santos (2007), o mercado da tecnologia enzimatica visa o
desenvolvimento de tecnologias que possam reduzir os custos dos processos

produtivos, além da minimizacdo dos impactos ambientais. Atualmente o processo
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de fermentacdo em estado sélido (FES) tem se destacado como promissor para a
producdo enzimatica com a utilizacdo de fungos filamentosos, que apresentam
morfo-fisiologia adequada ao processo de fermentacdo e possuem importante papel
na degradacdo de materiais organicos, possibiltando uma vasta aplicacéo

biotecnologica.

No entanto, no processo de FES, um grande nimero de variaveis afeta
0 crescimento microbiano e, consequentemente, a producdo de metabdlitos de
interesse. Dentre estas, destaca-se a composi¢cdo nutricional do meio de cultivo
utilizado (SKOWRONEK e FIEDUREK, 2004).

Uma das principais funcbes do substrato na FES é fornecer os
nutrientes necessarios para o desenvolvimento e metabolismo do fungo e, uma vez
gue o meio de cultura in natura ndo forneca a quantidade necessaria de nutrientes,
uma suplementacéo deve ser realizada em termos das fontes de nitrogénio, carbono
e sais minerais. Indutores de crescimento e metabolismo podem compor a
suplementacdo do meio quando um produto especifico é desejado (SILVA e
MELEIRO, 2004; SPIER, 2005). Outro fator importante para o processo de FES ¢é a
umidade do meio, que deve ser determinada considerando-se as caracteristicas
fisiolégicas do microorganismo fermentador, bem como o produto desejado. Além
disso, variaveis como temperatura, aeracao e pH do meio influem significativamente

NO Processo.

Uma vez que a biodegradacdo do caroco de acai apresenta alto
interesse social e econdmico e que inexistem referencias na literatura de trabalhos
relacionando a utilizacdo do caroco do acai com a obtencdo de produtos de alto
valor agregado, como a producdo de enzimas, a utilizacdo desse residuo
agroindustrial como substrato para o processo de FES atribui um carater inovador
as pesquisas cientificas com essa finalidade, além de agir como incentivo a novas

descobertas quanto sua eficiente utilizacdo em processos industriais.

No estudo deste processo, a metodologia do planejamento
experimental sequencial pode ser utilizada para determinacdo e avaliagdo de
variaveis que influenciam a producédo enzimatica com o aproveitamento do carogo
do acgai como substrato. Segundo Rodrigues e lemma (2005), essa metodologia
permite a obtencdo de um maior niumero de informacgdes a partir de um numero
reduzido de experimentos.

15



Assim, as variaveis estudadas foram: concentracdo de extrato de
peptona de carne, concentracdo de extrato de levedura, concentracdo de
carboximetilcelulose (CMC) e umidade inicial do meio. Celulases e xilanases foram
as enzimas selecionadas por possuirem importante aplicacdo nos processos de

converséo da biomassa com diversas aplica¢des industriais.

16



2 OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo avaliar a viabilidade da utilizacdo do
caroco do acai como substrato para a producdo de enzimas por fermentacdo em
estado solido (FES), através do cultivo de uma linhagem selecionada do fungo

filamentoso Aspergillus niger. De maneira especifica os objetivos envolvem:

— Obtencdo de enzimas carboximetilcelulases (CMCases) e xilanases

pelo processo de fermentacdo em estado solido (FES);

— Quantificar as atividade enzimaticas da CMCase e xilanase obtidas

pelo processo de FES;

— Avaliar a influéncia das variaveis: i) concentracdo de extrato de
peptona de carne; ii) concentracdo de extrato de levedura; iii) concentracdo de
carboximetilcelulose (CMC); e iv) umidade inicial do meio no processo de producédo

enziméatica pelo processo de FES;

— ldentificar as variaveis significativas para a producdo de CMCase e

xilanase utilizando o caroco do acai como substrato;

— Otimizar os valores das variaveis significativas para producéo

enzimatica de CMCase e xilanase utilizando o caro¢o do acai como substrato.
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3 REVISAO BIBLIOGAFICA
3.1Biomassa lignocelulésica

A biomassa lignoceluldsica é constituida tipicamente por trés principais
fracbes poliméricas: celulose, hemicelulose e lignina, que sao unidas entre si por
ligacOes covalentes, formando uma rede complexa resistente a atagues microbianos
(JEFFRIES, 1990). Essas fracdes majoritarias de hidratos de carbono séo

responsaveis por 97-99% de toda massa seca dos materiais.

A celulose é o principal constituinte dos vegetais com uma sintese
estimada em 4 x 10’ toneladas por ano (KUBICEK, 1992), sendo assim o composto
biolégico terrestre mais abundante encontrado na Terra. E a matéria dominante do
residuo da agroindustria, na forma de talos, troncos, cascas e caro¢os; sendo
também um dos principais produtos de residuos naturais e de atividades produzidas
pelo homem (GOKSOYR e ERIKSEN, 1980).

Como o amido, a celulose é um homopolimero linear composto por
8.000 a 12.000 moléculas de glicose (D-glicopiranose) unidas por ligacbes
glicosidicas -1,4. Entretanto, ao contrario do amido, as cadeias lineares de celulose
sdo tipicamente ordenadas paralelamente através de ligacbes de hidrogénio, as
quais ocorrem ligadas a lignina e a hemicelulose (MATULOVA et al., 2005). Isso
resulta em uma estrutura altamente ordenada, cristalina, insolivel em agua,
resistente a despolimeracéo e a diversas condi¢des reacionais (LYND; 1996, SILVA

et al., 2009), e sua decomposicdo na natureza ocorre lentamente (ENARI, 1983).

O tamanho da molécula da celulose é normalmente expresso em
termos do grau de polimerizacdo, ou seja, 0 numero de unidades de glicose
presente em cada fibra. No entanto, a analise estrutural da cadeia polimérica
informa que sua unidade de repeticdo é a celobiose (RAMOS, 2003; CASTRO,
2006) (Figura la). Isto se deve as ligagdes do tipo B, pelas quais os mondmeros de
glicose sdo unidos, fazendo com que moléculas adjacentes encontrem-se
arranjadas com uma rotacdo de 180° entre si (STRYER, 1996). Este tipo de ligacao
permite a formacdo de fitas planas simetricamente dispostas que compdem uma
estrutura altamente cristalina, estavel e com uma alta forca de tensdo (ZHANG e
LYND, 2004) (Figuras 1b e 1c).
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Figura 1. Estrutura da celulose. (a) Destaque para a unidade de repeticdo, celobiose; (b) Cristal de
celulose; (c) Cadeia celuldsica na forma de fibras elementares (adaptado de ZHANG e LYND, 2004
(Figuras a e b); RAMOS, 2003; CASTRO, 2006 (Figura c)

A hemicelulose, que, dependendo da espécie, € um heteropolimero
ramificado de glicose ou xilose, cuja estrutura inclui pentoses, hexoses e acidos
urdénicos, pode conter grupos acetil em suas cadeias laterais (CARPITA e GIBEAUT,
1993). A hemicelulose liga-se por ligagdes de hidrogénio as microfibras de celulose,
atuando como um elo quimico entre a celulose e a lignina, fornecendo a espinha

dorsal da parede celular.

A lignina é uma macromolécula composta por algumas estruturas
fendlicas e cuja propriedade fisica principal é fornecer rigidez a planta (RAMOS,
2003), aléem de fornecer resisténcia a pestes e doencas. A presenca de lignina na
parede da célula, entretanto, impede a hidrélise enzimatica dos hidratos de carbono.

A estrutura dos materiais lignocelulésicos é esquematizada na Figura 2.
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Lignina

Hemicelulose

Figura 2. Estrutura da parede celular de biomassas lignoceluldsicas (adaptado de SHLESER, 1994).

As paredes da célula vegetal séo subdivididas em parede preliminar e
parede secundaria. A distribuicdo de celulose, de hemicelulose e de lignina varia
consideravelmente entre estas camadas. A parede preliminar € uma camada fina,
permeavel e flexivel em tecidos fisiologicamente ativos, mas pode tornar-se
altamente lignificada dependendo da espécie. A parede secundaria € formada por
uma seqiéncia de trés pequenas chapas, S1, S2 e S3, onde a camada central é
geralmente mais grossa do que as outras. Em consequiéncia, a maioria das
propriedades da fibra, particularmente aquelas do interesse para a industria de
papel e celulose, sdo derivadas das caracteristicas desta camada (RAMOS, 2003).
A Figura 3 apresenta a estrutura esquematizada de uma fibra vegetal desde sua
imagem obtida por microscopia eletrbnica de varredura (MEV), a 5 um, até a
celobiose, unidade de repeticdo da celulose, formada por duas moléculas de
glicose.

A cristalinidade da celulose, a area de superficie acessivel, a protecao
da celulose pela lignina e a diversidade de componentes da biomassa contribuem
para seu carater recalcitrante a hidrolise (RYDHOLM, 1965; WENZEL, 1970; HSU et
al., 1980; HSU, 1996; CHANG e HOLTZAPPLE, 2000). A variabilidade nestas
caracteristicas determina a digestibilidade variada entre fontes diferentes de
biomassas lignocelulosicas (MOSIER et al., 2004). Entretanto, a cristalinidade

sozinha é insuficiente para impedir significativamente a hidrdlise se uma
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concentragéo suficiente de enzimas for utilizada. Assim, uma alta concentracdo de
enzimas é necessaria para que a digestibilidade enzimatica tenha rendimento

superior a 20%, devido as caracteristicas estruturais da biomassa celulésica.

Microscoma eletrdonica (MEV)
de uma fibra w:%tal
&, : "K.

"

Limen

Parede Secundaria
53

arede Secundaria
52

Mlicrofibrilas de
celulose cristalina
organizadas ¢

um arranjo cspiral ..
Parede Secundana

51

Regides amorfas, S
& Parcede Primana

principalmente®
constituidas por

ligmi hemicelulos
BT € AEmIEEIOsE Rede de microfibrilas

de celulose cristalina
desordenadas

Hemicelulose

Lignina

Figura 3. Estrutura de uma fibra vegetal (SILVA et al., 2009).
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3.2 Fermentacao em estado solido (FES)

Os processos fermentativos de producdo de enzimas podem ser
conduzidos tanto em meio liquido, chamado de fermentacdo submersa (FS), quanto

em meio sélido, chamado de fermentacdo em estado sdlido (FES).

A fermentacdo em estado sélido é definida como o processo de
desenvolvimento microbiano em superficie de materiais solidos que apresentam a
propriedade de absorver ou de conter agua, com umidade suficiente apenas para
manter o crescimento e o metabolismo do microorganismo, isto €, isento de agua
livre (RAHARDJO et al., 2005), sendo estes materiais sélidos biodegradaveis ou

nao, com ou sem nutrientes solUveis.

Por ser um processo com baixos niveis de agua residual, a FES
apresenta-se como um processo industrial limpo. Pode ser classificada em dois
tipos: i) as condigbes para o crescimento do microorganismo fermentador s&o
propiciadas pelo proprio substrato; e ii) o crescimento do microorganismo ocorre em
um suporte inerte. Em todos os casos é necessaria a selecdo da matéria-prima, a
preparacdo de um inéculo especifico, a fermentacdo propriamente dita e o controle
da mesma, bem como a extracdo e a purificacdo dos produtos que se deseja.
Dentre os parametros do processo, deve-se atentar a necessidade da utilizacdo de
pré-tratamentos do substrato, como a moagem e lavagem, e para fatores fisico-
quimicos e bioquimicos: temperatura de incubacao; transferéncia de massa (Oq,
CO,) e de energia (calor produzido na fermentacéo); suplementacdo de nutrientes
ao substrato (N, C, P); aeracdo; umidade relativa do sistema; entre outros
(PANDEY, 2003; RAMOS, 2003; SILVERSTEIN, 2004; MOSIER et al., 2004;
PITARELO, 2007).

O uso da FES tem se mostrado particularmente vantajoso para o
crescimento de fungos filamentosos, uma vez que simula o habitat natural destes
microorganismos. Essa vantagem é estendida a producdo de enzimas,
proporcionando uma maior producdo quando comparada ao processo de
fermentacdo submersa. Além disso, as enzimas produzidas pela FES sdo menos
susceptiveis a problemas de inibicdo por substrato e também possuem uma

estabilidade maior a variagoes de temperatura e pH (HOLKER et al., 2004). Sob o
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ponto de vista ambiental, a vantagem da FES esta relacionada ao menor volume de
efluente produzido e a possibilidade de conduzir o processo em condicbes semi-

estéreis.

No entanto, o processo de fermentacdo em estado sélido apresenta
como principais desvantagens a dificuldade de medida e controle da aeragéo, da
temperatura e da umidade durante o processo. O tamanho das particulas do
substrato interfere diretamente nessas variaveis. Particulas maiores aumentam a
aeracdo e impedem o aquecimento do sistema pela respiracdo do fungo, porém
limitam a superficie do substrato a qual o microorganismo tem acesso. Por outro
lado particulas menores podem ocasionar a compactacao do substrato, dificultando
a aeracdo e o equilibrio térmico do processo. Além disso, a homogeneidade das
condi¢cBes do meio também é dificultada pela ndo solubilizacdo do substrato (HONG
et al., 1988; RODRIGUES e SANT'ANNA, 2001).

3.3Substrato solido para a FES

O custo e a viabilidade de uso séao os fatores primordiais a serem
analisados na escolha do substrato mais adequado para a fermentacdo em estado
solido (PANDEY et al., 2000). A utilizacdo de residuos agroindustriais é vantajosa
economicamente, uma vez que o custo do processo é minimizado, jA que estes
residuos sdo sub-produtos de outras atividades industriais (COELHO et al., 2001),
possuem geracdo em grande quantidade e, normalmente, ndo apresentam nenhum
valor comercial. Além disso, sua destinacdo, muitas vezes sem qualquer tipo de

tratamento, acarreta a geracado de problemas ambientais.

Segundo Alexandrino et al. (2007), nos ultimos anos, ha um crescente
interesse no uso eficiente de diversos residuos agroindustriais. Varios bioprocessos
tém sido desenvolvidos utilizando estes materiais como substratos para a producao
de diversas moléculas com alto valor agregado, tais como: proteinas microbianas,

acidos organicos e enzimas.

Diversos residuos agroindustriais, como os farelos de cereais, bagaco
de cana de acucar, mandioca e laranja, polpa de café entre outros, podem ser

utilizados como substratos para FES. As estruturas basicas desses materiais
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(celulose, hemicelulose, lignina, amido, pectina, fibras) conferem as propriedades de
sélidos aos substratos e, geralmente, servem de fontes de carbono e energia para o
desenvolvimento do microorganismo fermentador (BRAVO et al., 2000; CAPUDI et
al., 2003; CANUTO, 2006).

Atualmente, novos residuos agroindustriais estdo sendo estudados.
Dentre estes, o caroco do acai apresenta um grande potencial para utilizacdo como
substrato para FES devido a sua disponibilidade crescente e baixo custo, sobretudo

na regido Norte do Brasil.

3.3.1 Caroco do Acai

Acai é o nome popular do fruto de uma palmeira do género Euterpe,
espécie Euterpe oleracea. De origem amazodnica, é encontrado em estado silvestre
e faz parte da vegetacdo das matas de terra firme, varzea ou igapod (BACELLAR,
2006), crescendo em touceiras (Figura 4a), compostas por varios estipes e pode

chegar até 25 pés em cada touceira (REIS et al., 2002).

Fornecedor do principal produto do extrativismo vegetal da Regiédo
Norte do Brasil, o acaizeiro € uma palmeira tropical de origem amazbnica, em
ecossistemas de varzea, cujo fruto, o acai (Figura 4b), constitui grande relevancia
sécio-ambiental e econdmica para a regido, tendo sua producdo e comercializacéo
concentradas em uma area ndo muito grande. Utilizado na alimentag¢&@o por grande
parte da populacdo apresenta crescente utilizacdo na industria farmaco-alimenticia e
produtos para exportacdo (ROGEZ, 2000; NASCIMENTO et al., 2007; TEIXEIRA et

al., 2008; SCHIRMANN, 2009).

b ‘b
Figura 4. (a) Acaizeiro em varias touceiras e (b) o fruto do acaizeiro (adaptado de REIS et al., 2002).
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Do fruto do acaizeiro € obtida uma bebida chamada de “vinho”,
principal produto da industria do acai. A produtividade da Euterpe oleracea, nas
varzeas periodicamente inundaveis, concentra-se nos meses de julho a novembro.
Segundo dados do IBGE (2008), o Estado do Para é responsavel por 92,2 % da
producdo nacional de acai com 111.460 toneladas por ano do fruto. Esta producéo
supera em 11,9 % a registrada no ano anterior (2007), evidenciando o aumento da
producdo da agroindustria do acai. Deste total, 92.512 toneladas por ano é de

residuo (carogo), ou seja, cerca de 83% do total produzido.

Ainda sem destinacdo ambiental adequada, o caroco vem sendo
jogado pelas ruas e nos lixdes, sem nenhum tratamento. Por vezes, € queimado
para a geracdo de energia elétrica, contribuindo com a emissdo de CO, para a

atmosfera.

Principal subproduto da industria de processamento do acai, o carogo
do acai € uma semente oleaginosa formada por um pequeno endosperma solido
ligado a um tegumento que na maturidade € rico em celulose. Rodriguez-Zufiga et
al. (2008) reportam que o caroco do acai € composto por 53,20 % de celulose,
12,26 % de hemicelulose e 22,30 % de lignina. A Tabela 1 apresenta a andlise
comparativa da composicdo quimica dos principais componentes do caroco do acai,

farelo de trigo, bagaco de cana de acucar, madeira dura e madeira mole.
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Tabela 1 Composicdo quimica de alguns materiais lignocelulésicos

Carogo d Farelode 029260 de ) deira  Made
Componentes aroco do arelo de cana de adeira adeira
acai trigo actcar dura mole
Celulose (%) 53,20 10,90 46,86 40-55 45-50
Hemicelulose (%) 12,26 23,71 27,50 24-40 25-35
Lignina (%) 22,30 4,90 26,27 18-25 25-35
Proteinas (%) 5,20 17,60 - - -

(Fonte: SAHA, 2001; HOWARD et al., 2003; CANILHA et al., 2007; SILVA, 2007)

O grau de celulose de 53,20 % presente no caroco do acai € alto em
relagdo a outros residuos agroindustriais, como farelo de trigo (10,90 %), atraindo
atencdo para sua utilizacdo como substrato no processo de producdo de enzimas.
No entanto, o alto teor de lignina e baixo teor de proteinas conferem ao carogco do

acai pouca susceptibilidade aos processos enzimaticos.

Segundo Teixeira et al. (2004), o caroco do acai apresenta
guimicamente 97,40 % de matéria organica, 2,60 % de cinza, relacdo C/N 48,50, pH
5,05; 1,17 % de N; 0,13 % de P,0s; 0,49 % de K,0O; 0,06 % de Ca; 0,02 % de Mg; e
0,19 % de S; 180 mg kg de Fe; 258 mg kg™ de Mn; 13,5 mg kg™ de Cu; 28 mg kg™
de Zn e 42,5 mg kg'l de B. Adicionalmente, conforme Nogueira (2007), esse residuo

disponibiliza um potencial energético de 4500 kcal kg™.

Por conter taninos, o caro¢co do acai possui sabor adstringente sendo
indigesto para formulacdo de racdo animal, além de apresentar baixo valor
nutricional para ruminantes, requerendo etapas complementares de beneficiamento,
0 que acarreta o aumento dos custos de producdo (VALADARES FILHO et al.,
2006).

Assim, a utilizacdo do caro¢o do acai como substrato para o processo
de FES mostra-se promissor frente a sua composicdo quimica e baixo custo de
aquisicdo. A geracgao crescente e a concentracdo da producdo em uma pequena
area da Regido Norte brasileira garantem a sustentabilidade de seu fornecimento a

indUstria de tecnologia enzimatica.
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3.4 Suplementacdo do meio para a FES

Um grande numero de variaveis afeta a producdo de compostos por
fungos, dentre elas destaca-se a composicdo do meio de cultura utilizado
(SKOWRONEK e FIEDUREK, 2004). Quando o fungo é cultivado em laboratorio, se
0 meio de cultura in natura ndo fornecer uma quantidade necesséria de nutrientes,

uma suplementacéo deve ser realizada.

Segundo Cruz et al. (2001), os elementos essenciais encontrados nos
principais nutrientes usados por fungos, quanto a quantidade, sdo o carbono e o
nitrogénio, sendo que o fornecimento destes dois elementos pode ser determinado
visando a assimilacdo ou o metabolismo, constituindo parametros importantes na

regulacdo do crescimento e do metabolismo celular.

O nitrogénio € um macro elemento naturalmente encontrado na forma
de ambnio ou nitrato. Participante da sintese de aminoacidos, proteinas, enzimas e
acidos nucléicos, o nitrogénio é de vital importancia para o desenvolvimento do
fungo. As fontes de nitrogénio podem ser inorganicas na forma de sais de nitritos,
nitratos ou amoénio, ou organicas na forma de uréia, aminoacidos, extrato de
peptona (animal ou vegetal) ou extrato de levedura. A escolha de um destes
compostos depende do tipo de microorganismo utilizado (PUTZKE e PUTZKE,
2002).

Segundo Cereia et al. (2000); Shafig et al. (2002) e Rustiguel (2009),
as fontes de carbono e nitrogénio interferem na producdo e na secrec¢do de
amilases, celulases e de outras enzimas de interesse por fungos do género
Aspergillus. Adicionalmente, Slivinski (2007) cita varios autores (ELLAIAH et al.,
2002; PESSOA et al., 2003; BERTOLIN et al., 2003; ANTO et al., 2006) que relatam
a utilizacédo de uréia, peptona de carne (hidrolisado de proteina animal) e (NH4).SO,4
como fontes suplementares deste macronutriente resultam em aumento significativo

na produgéo dessas enzimas.

Fujii et al. (2004) constataram a preferéncia de diversas espécies de
fungos (Aspergillus niger, A. flavus, A. ochraceus, Fusarium semitectum, Fusarium
sp. e Penicillium sp.) por fontes de nitrogénio definidas (extrato de levedura —
autolisado de Saccharomyces cerevisiae) ao invés de fontes de nitrogénio

complexas para o seu desenvolvimento celular e metabolismo.
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Em relacéo as fontes de carbono, a utilizagdo de glicose vem sendo
relatada na literatura como fonte eficiente de suplementacdo. No entanto, Vitti
(1988) e Camargo et al. (2005) observaram que as celuloses que nao sao facilmente
hidrolisadas pelas celulases, como Avicel, algoddo, celulose em p6 e
carboximetilcelulose (CMC) parecem ser os melhores substratos para induzir a

producédo de celulases por fungos (géneros Aspergillus e Thichoderma).

As concentracles e a selecdo das fontes nitrogénio e a presenca dos
indutores devem ser consideradas para a suplementacéo do meio, a fim de se obter
0 maximo desenvolvimento e rendimento do microorganismo produtor de enzimas.
Segundo Lima et al. (2001), o meio deve, igualmente, fornecer fésforo, enxofre,
potassio, magnésio, calcio, zinco, manganés, cobre, ferro, cobalto, iodo e outros
elementos em quantidades diminutas. Os macros e micronutrientes participam do
metabolismo celular, principalmente na elaboracdo de &cidos nucléicos e como

cofatores de varias enzimas.
3.5 Pré-tratamento dos materiais lignoceluldsicos

A conversao efetiva do material lignocelulésico a acuUcares
fermentesciveis através da hidrélise enzimatica requer, geralmente, a realizacédo de
um pré-tratamento, uma vez que a presenca da lignina e da hemicelulose dificultam

0 acesso das enzimas, reduzindo a eficiéncia da hidrélise (MOSIER et al., 2004).

Ainda segundo Mosier et al. (2004) e Silverstein (2004), o pré-
tratamento visa, além do rompimento das estruturas da lignina e da hemicelulose, a
reducdo da cristalinidade da celulose e o aumento da porosidade do material. Os
métodos de pré-tratamentos podem ser caracterizados como fisicos, quimicos
fisico-quimicos e microbiolégicos. Dentre os pré-tratamentos fisicos destacam-se a
trituracao (reducdo mecéanica do tamanho das particulas da biomassa) e explosédo a
vapor. Hidrotermdlise, hidrdlise acida e hidrolise alcalina sdo alguns exemplos de
pré-tratamentos quimicos utilizados em alguns materiais lignocelulésicos (MOSIER
et al., 2004; SILVERSTEIN, 2004; BAUDEL, 2006; PITARELO, 2007).

Um pré-tratamento eficaz é caracterizado por diversos critérios. Dentre
estes se destacam: a preservacao das fracbes de pentose (hemicelulose) e a

minimizacdo do custo das necessidades operacionais e dos limites de energia
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requeridos no processo. Estas propriedades, junto com outras incluindo o baixo
custo do catalisador (utilizado para diminuir a energia de ativacdo no processo de
mudanca de conformacéo estrutural do material) no pré-tratamento ou a utilizagéo
de catalisadores reciclaveis, e a geracdo de co-produtos de lignina formam uma
base da comparagdo para as varias opc¢des do pré-tratamento (MOSIER et al.,
2004).

3.6 Enzimas

As enzimas sao biomoléculas com propriedades cataliticas
importantes, tais como alta conversao, especificidade na transformacéo substrato-
produto e elevada atividade em condi¢cdes de temperatura e pressdo amenas.
Assim, a sua aplicagdo como catalisador em processos € de grande interesse
(CASTILHO et al., 1996 apud MENEZES, 2006, LEHNINGER, 2006).

As enzimas comerciais podem ser encontradas solubilizadas ou em po.
Enzimas, em geral, sdo solUveis em &gua e praticamente insollveis em alcool,
cloroformio e éter. Os preparados enziméaticos liquidos estdo geralmente em
solugbes aquosas, tendo ponto de ebulicio levemente acima de 100 °C e
apresentam coloragcdo marrom escura, enquanto os preparados enzimaticos solidos
encontram-se na forma de pé fino e nado cristalino, cuja cor varia do branco ao
marrom claro (NOSB, 1999 apud MENEZES, 2006).

As preparacdes enzimaticas comerciais sdo obtidas de fontes animais,
vegetais ou por fermentacdo com o uso de microorganismos (BORRIS, 1987). As
células microbianas presentes no processo de fermentacdo sao fontes potenciais de
enzimas, oferecendo uma série de vantagens: permitem um aumento de producao
em menor tempo, possuem facilidade de serem cultivadas em ambientes
controlados, além de permitirem a producdo de varias enzimas dependendo das
condic¢des de cultivo (FROST e MOSS, 1987).

Segundo Menezes (2006), a aplicacdo industrial de enzimas é
determinada pela sua especificidade, atividade, estabilidade de armazenamento e
uso, disponibilidade e custos. A atividade de uma enzima é influenciada pela sua
concentragcéo e a do seu substrato, concentragdo de cofatores, efetores alostéricos,
presenca, concentracdo e tipos de inibidores, potencial ibnico, pH, temperatura e
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tempo de reagdo. A maneira como cada uma destas variaveis afeta a atividade

enzimatica € objeto de estudo da cinética enzimatica.
3.6.1 Atividade enzimatica

As enzimas apresentam a capacidade de reagir com determinados
componentes celulares (substratos) formando produtos. Esta capacidade,
denominada atividade enzimatica, depende da estrutura da proteina, isto €, do
namero de cadeias peptidicas e arranjo dessas cadeias na molécula e da natureza
do substrato (KIRK et al., 2002).

A determinacdo da atividade enzimética envolve a medida da
velocidade de reacdo. Segundo Vitti et al. (2007), uma unidade (U) de atividade é a
quantidade de enzima que catalisa a transformacédo de 1 ymol de substrato ou a
formacao de 1 pmol de produto por minuto, nas condicGes estabelecidas do ensaio
(temperatura, pH, concentracdo de substrato). A atividade especifica é expressa em

termos de atividade por grama de proteina (U g™).
3.6.2 Hidrdlise enzimética de materiais lignocelulésicos

A hidrdlise acida e a hidrélise enzimatica sao as tecnologias envolvidas
no processo de producdo de etanol a partir de material lignoceluldsico. A hidrolise
acida utiliza processos a base de acidos fortes (H.SO,), 0 que em termos
econdmicos e ambientais € desfavoravel (LYND, 1996). Ja& a conversdo enzimatica
de residuos lignocelulésicos para a obtencdo de acucares fermentesciveis tem sido
apontada como a rota alternativa promissora e de grande interesse industrial para o
aumento da produtividade do etanol (OGIER et al., 1999; WYMAN, 1999; KNAUF e
MONIRUZZAMAN, 2004). Fatores que influenciam a hidrolise enziméatica incluem o
tipo do material, a quantidade de enzimas, as condicbes da reagdo, como

temperatura e pH, e inibidores do produto final.

Na natureza, o grau de ordenacdo da celulose requer que os
microorganismos celuloliticos produzam uma complexa mistura de enzimas, as
celulases, para efetuar a degradacdo da celulose cristalina. Esse complexo de
enzimas € necessario para a solubilizacdo completa e efetiva da celulose no
processo de hidrélise (HIMMEL et al., 1999).
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Atualmente, o mecanismo de hidrélise enzimatica mais aceito descreve
a acao sinérgica de trés classes principais de enzimas: as endoglucanases, as
exoglucanases e as f-glucosidases ou celobiases (ZHANG e LYND, 2004).
Adicionalmente, a presenca de enzimas auxiliares tem importante funcdo no
aumento do rendimento do processo. Pectinases e xilanases sao exemplos de

enzimas auxiliares atuam sobre o substrato liberando aglcares fermentesciveis.
3.6.3 Enzimas endoglucanases

Enzimas endoglucanases (EC 3.2.1.4) pertencem ao complexo
celulolitico responsavel por iniciar a hidrolise. Tais enzimas hidrolisam
aleatoriamente as regides internas da estrutura amorfa da fibra celulésica, atuando
sobre celooligossacarideos, celulose contendo acido fosférico, celulose substituida
como carboximetilcelulose (CMC) e hidroxietilcelulose (HEC), liberando
oligossacarideos e causando mudanca rapida no grau de polimerizacao (ZHANG e
LYND, 2004).

3.6.4 Enzimas exoglucanases

Enzimas exoglucanase (EC 3.2.1.91) clivam a celulose cristalina a
partir do terminal redutor e ndo redutor da cadeia desses polimeros, liberando
celobiose, um dissacarideo resultante da hidrélise parcial da celulose. Essas
enzimas participam da hidrélise priméaria da fibra e sdo responsaveis pela ruptura
fisica do substrato, promovendo aumento na taxa de hidrélise da celulose por tornar

as regides cristalinas mais expostas as celulases (ZHANG e LYND, 2004).
3.6.5 Enzimas B-glucosidases ou celobiases

Enzimas celobiases (EC 3.2.1.21) hidrolisam ligacdes glicosidicas f-
1,4 da molécula de celobiose e de pequenos oligossacarideos solUveis, com
liberacdo de glicose (ZHANG et al., 2006).

A figura 5 apresenta o esquema sinergético entre as trés classes de

enzimas clivando a fibra celulésica a glucose (glicose).
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Figura 5. Sinergismo entre endoglucanases, exoglucanases e celobiases no sistema celulase de
fungos (MARTINS, 2005).

3.6.6 Enzimas xilanases

As xilanases (EC 3.2.1.8) sdo as enzimas responsaveis pela hidrolise
da xilana, que é o principal polissacarideo constituinte das hemiceluloses. A
presenca de xilanases no complexo enzimatico € de grande importancia para

desestruturar o entrelagamento da hemicelulose presente na parede celular vegetal.

Este grupo de polissacarideos ramificados se liga firmemente entre si
e a superficie das microfibrilas de celulose, cobrindo-as e mantendo ligacbes
cruzadas dificultando a acdo das celulases durante o processo de sacarificagcao
(RODRIGUEZ-ZUNIGA et al., 2008).

3.7 Microorganismo produtor de enzimas

Os microorganismos produtores de enzimas hidroliticas sé&o
geralmente encontrados em toda biota onde h& acumulo de residuo celulésico, e

ocorrem em populacbes mistas compreendendo espécies celuloliticas e néao
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celuloliticas, as quais agem muitas vezes em associacdo. Além disso, 0s
ecossistemas microbianos sdo comunidades com enorme potencial de aquisicao de
diversidade genética (WHITMAN et al., 1998).

Em seu trabalho, Rodrigues (2008), citando diversos autores (BEGUIN,
1990; BAYER et al., 1998; MOREIRA e SIQUEIRA, 2006; ZHANG et al., 2006),
indica que as celulases podem ser produzidas por uma vasta e diversa populacéo
fungica, tais como os dos géneros Trichoderma, Chaetomium, Penicillium,
Aspergillus, Fusarium e Phoma e bactérias aerdbicas e anaerdbicas: Anaerdbicas:
Acetovibrio, Bacteréides, Butyrivibrio, Caldocellum, Clostridium, Erwinia,
Eubacterium, Pseudonocardia, Ruminococcus e Thermoanaerobacter. Aerdbicas:
Acidothermus, Bacillus, Celvibrio, Pseudomonas, Staphylococcus, Streptomyces e

Xanthomonas.

Fungos filamentosos do género Aspergillus destacam-se como

importantes microorganismos produtores de enzimas celuloliticas.
3.7.1Fungos filamentosos

Conforme Menezes (2006), a denominacdo fungos filamentosos
abrange os fungos formados por hifas, uni ou pluricelulares, que formam
revestimentos esbranquicados ou coloridos, sobre o substrato onde crescem. Sao
descritas mais de 100.000 espécies, distribuidas em aproximadamente 3.000
géneros. As células em formato tubuliforme s&o ricas em exo e endoenzimas. Um

emaranhado de hifas constitui o micélio.

Os fungos filamentosos constituem, atualmente, materiais biologicos
ideais para producdo de substéncias de interesse biotecnologico, possuindo
crescimento rapido e baixo custo de cultivo, possibilitando cultivos sob condicdes
controladas em laboratério (SIMOES e TAUK-TORNISIELO, 2005). Ainda segundo
Menezes (2006), citando Lonsane et al. (1985), nas fermentacbes em estado soélido
o crescimento do fungo acontece pela extensdo das pontas das hifas sobre a
superficie solida, sendo a direcao e a velocidade do crescimento determinada pela
disponibilidade dos nutrientes e pelas caracteristicas do substrato. Dentre as
espécies de fungos filamentosos mais utilizados no processo de FES destacam o0s
do género Aspergillus e Trichoderma.
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Nos ultimos anos, é crescente o desenvolvimento de trabalhos com a
utilizacado desses fungos em processos de fermentacdo em estado solido. Gupta e
Madamwar (1997) descrevem que uma cultura mista de Aspergillus ellipticus e
Aspergillus fumigatus desenvolvida em bagaco de cana de agucar pré-tratado com
solucdo de hidréxido de calcio a 2% foi favoravel & producdo de celulases e B-

glicosidase, apos 8 dias de fermentacao.

Lima et al. (2009) relatam a producdo de CMCase e FPase com a
utilizacao de farelo de trigo, farelo de ceveda e bagaco de cana suplementado com
nitrato de sddio, a partir de A. fumigatus, em 4 dias de FES. De maneira anéloga,
Liu e Yang (2007) obtiveram celulases (FPase e CMCase) utilizando Trichoderma
koningii em FES, a partir de residuos da industria de vinagre. Uma linhagem
mutante de Aspergillus foetidus foi utilizada por Chapla et. al. (2010) para producgao
de xilanase por FES adotando farelo de trigo, bagaco de cana, sabugo de milho e
palha de arroz como substratos. Alguns trabalhos utilizando Aspergillus niger sao

citados no item seguinte.
3.7.2 Aspergillus niger

Aspergillus niger € um fungo filamentoso e uma das mais comuns
espécies do género Aspergillus. A classificacdo taxiondbmica do A. niger é

apresentado a sequir.

Taxionomia:

Dominio: Eukaryota
Reino: Fungi

Filo: Ascomycota
Subfilo: Pezizomycotina
Classe: Eurotiomicetos
Ordem: Eurotiales
Familia: Trichocomaceae
Género: Aspergillus

Espécie: Aspergillus niger
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O Aspergillus niger € onipresente no solo possuindo importante funcao
na decomposicdo de matéria organica no meio ambiente. De facil manipulagéo,
esse fungo é capaz de sintetizar uma ampla faixa de enzimas lignoceluloliticas a
partir de uma grande variedade de matérias primas de baixo custo (CHANG, 2001;
SPIER, 2005, SLIVINSKI, 2007).

Os conidios séo relativamente grandes, com diametro entre 15 a 130
pum, sendo de coloracdo negra (niger), comumente denominado “‘mofo negro”
(WAINWRIGHT, 1995). De acordo com Prado (2002) e Slivinski (2007), este fungo
apresenta coldnias brancas a amarelo péalido, mas rapidamente forma milhares de
esporos. As formas mutantes desta espécie também sdo bastante utilizadas, ja que
o rendimento de um processo enzimatico produtivo pode ser melhorado através da
selecdo de mutantes que sejam mais resistentes a repressao catabdlica e que
sintetizem maiores quantidades de enzima sem a presenca de um indutor
(MENEZES, 2006).

Fotos do microorganismo em microscopia eletrébnica do aparato
reprodutivo assexuado e imagens das colbnias observadas no cultivo em agar em

placa de Petri sdo apresentadas na Figura 6a e 6b, respectivamente.

Figura 6. Aspergillus niger. Microscopia eletrbnica do aparato reprodutivo assexuado (a) e imagens
das colbnias cultivadas em agar em placa de Petri (b) (adaptado READ, 1991 e SLIVINSKI, 2007).

O A. niger apresenta hifas finas, septadas e conidiofaros recobertos
por conidios negros, apresentados na Figura 6a (SLIVINSKI, 2007). Os conidios,

esporos assexuados capazes de gerar novos organismos em condi¢des favoraveis.
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A Figura 6b apresenta col6nias de A. niger em fase de esporulagcéo. Os esporos sao

visualizados com coloracao escura.

Amplamente relatado como microorganismo fermentador, o fungo A.
niger tem sido utilizado como produtor de enzimas celuloliticas, acidos organicos e
outros produtos com alto valor agregado através de processos de fermentacdo em
estado soélido (PRASERTSAN et al., 1997; SKOWRONEK e FIEDUREK, 2004;
CASTRO, 2006; CHANDRA et al.,, 2007; CASTRO e PEREIRA JR., 2010). Esse
fungo atende diversas exigéncias para a producao comercial de enzimas, dentre as
quais, destacam-se a capacidade de crescer em substrato de baixo custo e a
producdo, em velocidade elevada, de enzimas estaveis a variagfes de temperatura

e pH, além de serem de facil recuperacao (SLIVINSKI, 2007).

A producdo de enzimas por Aspergillus niger em FES vem sendo
amplamente investigada, havendo relatos de estudos que compreendem desde as
condicbes oOtimas de crescimento do fungo até estudos de caracterizacdo e
purificacdo dos extratos enzimaticos obtidos. Esse fungo pode ser considerado,
algumas vezes, superior a outros fungos reconhecidamente bons produtores dos
complexos celuloliticos e hemiceluloliticos, como o0s pertencentes ao género
Trichoderma. (AGUIAR e MENEZES, 2000).

Em seu trabalho, Slivinski (2007) estudou a purificacdo e
caracterizacao bioguimica de glucoamilases produzidas por A. niger através de FES.
O residuo de uma industria de processamento de batata foi utilizado como substrato
sélido indutor para producéo enzimatica, sendo fermentado por um periodo de 96 h,
a 32 °C.

Vilhena e Gutiérrez-Correa (2007), visando a obtengdo de enzimas
lignoceluloliticas, avaliaram a influéncia de etileno-glicol na adesédo dos esporos e
germinacao de A. niger em fermentacdo submersa e em biofilmes formados em
tecidos de poliéster. Os valores maximos obtidos para atividades enzimaticas de
endoglucanase e xilanase foram muito maiores nas fermentacdes em biofilmes
(4,70 e 4,61 U mL™, respectivamente) em relacdo as fermentagbes submersas

(1,31e 2,30 1U mL™?, endoglucanase e xilanase, respectivamente).
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Maciel et al. (2008) avaliaram a producgéo de xilanase pelo fungo A.
niger no processo de FES utilizando substratos lignocelulésicos, compostos por
diferentes razbes de bagaco de cana de acucar e farelo de soja. Foi utilizado um
planejamento estatistico experimental visando a otimizacédo das condi¢cbes. A maior
atividade enzimatica da xilanase (3.09 U g'l) foi obtida nos ensaios contendo
bagaco de cana de acucar e farelo de soja na proporcao de 1,86 : 1, com unidade

inicial do meio de 85 %, pH 6,0 e temperatura de 30 °C.
3.8 Planejamento experimental sequencial aplicado a FES

Em um sistema diversos fatores ou variaveis influenciam a resposta
desejada. Assim, experimentos de triagem (screening) podem ser executados para
avaliar um grande numero de varidveis, bem como suas intera¢des, com o objetivo
de determinar quais desses fatores apresentam influéncia estatisticamente

significativa sobre diferentes respostas de interesse.

ApOs selecionar as variaveis que séo possiveis de serem estudadas e
que provavelmente interferem no sistema, € preciso avaliar a metodologia
experimental (tempo, custo, etc.). As variaveis que ndo foram selecionadas nessa
etapa devem ser fixadas e controladas durante todo o processo de fermentagcédo. Em
uma etapa seguinte, deve-se escolher qual planejamento usar, fatorial completo ou
fracionério, para estimar a influéncia (o efeito) das diferentes varidveis no resultado
(TEOFILO e FERREIRA, 2006).

Em seguida, a metodologia estatistica do delineamento composto
central rotacional (DCCR) pode ser executada quando se busca a otimizacdo dos
parametros das variaveis identificadas como significativas para o processo. Otimizar,
ou aperfeicoar, segundo Teofilo e Ferreira (2006), significa encontrar os valores das
variaveis que irdo produzir a melhor resposta desejada, isto €, encontrar a regido

otima na superficie definida pelos fatores.

O delineamento composto central rotacional (DCCR) possui
caracteristicas interessantes para a busca do ponto da regido 6tima, que sdo: um
namero menor de tratamentos em relacdo aos fatoriais completos e a possibilidade
de ser realizado sequencialmente, de forma a caminhar no sentido da otimizagcao
das condicdes experimentais envolvidas no sistema (MATEUS et al., 2001).
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Ainda segundo Mateus et al. (2001), o DCCR ¢é constituido
basicamente de uma parte fatorial (ou fragcdo de um fatorial) com dois niveis +1 e -1
(que permite estimar todos os efeitos de primeiro grau e os efeitos das interagdes), e
de pontos axiais ou estrela nos niveis -a e +a de cada fator para o nivel médio dos
demais fatores que partem de um ponto ou mais pontos localizados no centro do

delineamento.

Aliado ao DCCR, uma metodologia de andlise de superficies de
respostas e analise de residuos podem ser utilizado no auxilio da definicdo das
melhores condi¢cdes operacionais. A metodologia de superficie de resposta baseia-
se na construcdo de modelos matematicos empiricos que geralmente empregam
fungBes polinomiais lineares ou quadraticas para descrever o sistema estudado e,
consequentemente, dao condi¢cdes de explorar (modelar e deslocar) o sistema até
sua otimizac&o (TEOFILO e FERREIRA, 2006).

A analise de residuos consiste em: teste de significancia do ajuste do
modelo, baseados na andlise de variancia (ANOVA), para verificar a qualidade
desse ajuste; na determinacdo do coeficiente de determinacao (Rz), gue fornece
uma medida da proporcéo da variacdo (através da equacao de regressao); e o teste
F, que avalia se a regressao foi significativa ou ndo (RODRIGUES e IEMMA, 2005;
BRANDAO, 2007; BRANDAO et al., 2008).

Um planejamento experimental construido para estimar coeficientes,
segundo algum modelo aproximado, deve reunir certos critérios desejaveis, sendo
0S principais: proporcionar boas estimativas para todos os coeficientes, exigindo
poucos experimentos e, fornecer condicdes de avaliagdo dos coeficientes e do
modelo, ou seja, da regressdo e da falta de ajuste (MYERS e MONTGOMERY,
2002).

Neste trabalho foi utilizado um planejamento experimental para
determinar a melhor composi¢cdo do meio de suplementacdo nutricional adicionada
ao carogo do acai no processo de fermentacdo em estado solido com o fungo A.
niger. O fornecimento de uma suplementacdo do meio com tipos e quantidades de
nutrientes adequados as necessidades do fungo fermentador, bem como a

utilizacdo do caroco do acai como substrato de baixo custo no processo de FES,
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tende a elevar a produgdo enzimatica sem que 0s custos do processo o inviabilizem

economicamente.

3.8.1 Teste de comparacao de medias

Testes de comparacdo de médias, ou testes de comparacdo multipla,
avaliam o efeito dos tratamentos em estudo atuando como complemento ao teste F
da analise de variancia (ANOVA), quando este for significativo para os resultados
obtidos. Séo utilizados para identificar diferencas estatisticamente significativas
entre pares de médias, adotando-se um unico nivel de significAncia. Os testes t-
Student; Scheffé, Duncan, Dunnett e Bonferroni e Tukey sas alguns dos testes

citados na literatura.

O teste de Tukey, utilizado neste trabalho, destaca-se por ser rigoroso
e apresentar facilidade de aplicacdo. Consiste em calcular o valor D¢, acima do
qual a diferenca entre duas médias amostrais (em absoluto) € significativamente
diferente de zero. A féormula utilizada para o calculo de D € apresentado na

equacéao 1

I 1
D =dr oyl Ly L ()

crit ‘\/5 ni nj

onde, Yrnp—r representa o valor tabelado (vindo de uma distribuicdo da amplitude
studentizada — “studentized range”) associado ao nivel de significancia adotado; e
QME representa a média quadratica do erro associado aos resultados obtidos nos
experimentos (RENNO, 2010).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Material

4.1.1 Caroco do acai

O caroco do acai utilizado como substrato para a FES foi obtido a partir
do despolpamento do fruto do acaizeiro (Amazon fruit - Belém, PA) em novembro de
2008, sendo armazenado em saco de rafia, a temperatura ambiente e sem
exposicdo a luz solar, ndo sendo identificada degradacdo nesse periodo.
Posteriormente, o caro¢o do acai foi moido em moinho de facas (peneira 4 mm) e

mantido sob congelamento a -18 °C.

4.1.2 Microorganismo fermentador

Como agente de fermentagdo foi utilizado uma linhagem do fungo
filamentoso Aspergillus niger da colecdo da Embrapa Agroindustria de Alimentos
(Rio de Janeiro, RJ), armazenada em solo estéril e sob condi¢cbes de congelamento
a-18 °C.

4.1.3 Meios de cultura

Os meios utilizados na fermentacdo em estado sélido tiveram como
base o meio desenvolvido por Mandels e Weber (1969), suplementado com as
fontes de nitrogénio (extrato de peptona de carne e extrato de levedura) e de um
indutor de producdo de celulases (carboximetilcelulose — CMC), em diferentes

concentragdes conforme o planejamento experimental (item 4.2.5).

4.2 Procedimento experimental

Na Figura 7 é apresentado o fluxograma da sequéncia experimental de
producdo, extracdo e quantificacdo da atividade de CMCase e xilanase pelo
processo de fermentacdo em estado soélido. Todo 0 processo inicia-se na
preparacdo do indculo do fungo fermentador, do substrato (caroco do agai) e da

solucédo de suplementacdo nutricional do meio, definida no planejamento fatorial 2°
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completo (item 4.2.5). Posteriormente, os fermentadores (frascos erlenmeyer 250
mL), contendo todos os elementos, sdo acondicionados em estufa a 32° C. Apés o
periodo de 72 h, é feita a extracdo do complexo enzimético (item 4.2.8) e

quantificacdo das atividades das enzimas CMCase e xilanase (item 4.3.1).

Preparagio do substrato

Preparagéo do inéculo Suplementagao do meio

Preparagdo do fermentador

(Erlenmeyer)

Fermentagdo em |
Estado Solido |

Extragdo das enzimas

Quantificagdo da atividade enzimatica

(CMCase e xilanase)

Figura 7. Fluxograma para producéo, extracido e quantificacdo da atividade de CMCase e xilanase
por FES

4.2.1 Preparacgéo do inéculo

A preparacédo do indculo para a FES seguiu a metodologia descrita por
COURI e FARIAS (1995). Em tubos com crescimento de A. niger em meio de cultura
(Tabela 2) foram adicionados, com técnica asséptica, 5 mL de solucéo surfactante
(TWEEN 80" - REAGEN) a 0,3 %, e passada uma alca de platina na superficie do
meio para o total desprendimento dos conidios, utilizando capela de fluxo laminar e
manipulacdo asséptica. Um volume de 1 mL dessa suspensdo de conidios foi
transferido para o meio de sabugo de milho, e incubado em estufa a 32 °C por 5

dias. O sabugo de milho foi triturado em moinho de facas (peneira de 4 mm). Um
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volume de 6 mL do meio (Tabela 3) foi transferido para um erlenmeyer de 125 mL
contendo 4,6 g de farelo de sabugo de milho. A mistura foi esterilizada em autoclave
a 121 °C, 1 kof cm?® (1 atm), durante 20 minutos.

Tabela 2 Composicao do meio de cultura utilizado na preparacéo do inéculo

Componente Concentragéo (g L'l)
Nitrato de sédio P.A. 3,00
Fosfato dibasico de potassio P.A. (K;HPO,) 1,00
Sulfato de Magnésio P.A. (MgSO,) 0,50
Cloreto de Potéssio P.A. (KCI) 0,50
Sulfato de Ferroso P.A. (FeSO, . 7 H,0) 0,01
Agar-agar P.A. 30,00

Fonte: COURI e FARIAS, 1995
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Tabela 3 Solugdes para preparo do meio de sabugo de milho

Solucéao A:
KHPO,4 20,00 g
H,O destilada 100,00 mL
Solucéo B:
ZnSO, 3,96 g
FeSO,4 4,60 g
MnSO, 0,01 g
H2SO,4 (95 - 97 %) 0,50 mL
H,O destilada 100,00 mL
Solucgéo C:
Peptona 2,809
HCL 2 mol L™ 0,05 mL
Solucéo A 0,19 mL
Solucéo B 0,025 mL
H,O destilada 50,00 mL

Fonte: COURI e FARIAS, 1995

Adicionou-se 100 mL da solucdo de surfactante (TWEEN 80° -
REAGEN) a 0,3 % ao frasco que continha o sabugo de milho e os conidios
incubados, utilizando capela de fluxo laminar e manipulagdo asséptica. A suspensao
de esporos foi homogeneizada com um bastdo de vidro e transferida para um

béquer (esteéril), utilizando uma gaze estéril para a retencéo dos graos do sabugo.

4.2.2 Preparagéo do substrato

O carogo do acai foi moido em moinho de facas (peneira 4 mm), tendo
sua granulometria padronizada em peneira de mesh 20 (aproximadamente 0,84
mm). Pesaram-se dez gramas do substrato em frascos do tipo erlenmeyer de 125

mL. Aos frascos contendo o substrato foi adicionada a solucdo contendo a
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suplementacdo nutricional do meio, seguindo o planejamento experimental. Em
seguida, os frascos foram esterilizados em autoclave a 121 °C, 1 kgf cm? (1 atm),
durante 20 minutos.

4.2.3 Suplementacdo do meio para a fermentacdo em estado sélido

Utilizou-se para producdo enzimatica o meio de cultura descrito por

Mandels e Weber (1969), com composi¢cao apresentada na Tabela 4.

Tabela 4. Composicao do meio da FES

Componente Concentragao

Sulfato de amdnio ((NH4)>SO.) em HCI 0,1mol L™ 5gL"
Fosfato monobasico de potassio (KH,PO,) 3glL*?
Uréia 0,30gL*
Sulfato de magnésio (MgSOy, . 7 H,0) 05gL*
Cloreto de potassio (KCI) 05gL*
Cloreto de calcio (CaCl, . 2 H,0) 40gL*
Cloreto de cobalto (CoCl, . 6 H,0) 2,0mg L™
Sulfato de ferro (FeSO, . 7 H,0) 23,0 mg L™
Sulfato de cobre (CuSO, . 5 H,0) 6,0 mg L™
Sulfato de zinco (ZnSO.) 5,0mg L™
Sulfato de manganés (MnSQO, . 5 H,0) 1,6 mg L™t

Fonte: MANDELS e WEBER, 1969.

Seguindo as condi¢des previstas no planejamento fatorial 2* completo
(tem 4.2.5), foram adicionadas ao meio de suplemento fontes de nitrogénio
organico, extrato de peptona de carne e extrato de levedura, e carboximetilcelulose
(CMC), como indutor para producao de celulases. Procedeu-se o ajuste de pH entre
5,0 e 6,0 com solu¢des de HCI (2 mol L") e NaOH (1 mol L™).

4.2.4 Inoculagcdo do meio de fermentacéo em estado solido

A inoculacdo do meio em FES seguiu a metodologia descrita por
COURI e FARIAS (1995). Utilizou-se a suspensdo de conidios produzidos em
sabugo de milho. A concentracdo de conidios necessaria para a inoculacdo foi
determinada em camara de Neubauer apos a devida diluicdo da densa suspensao
obtida. O volume de inb6culo para fermentacdo foi calculado visando uma

concentracao final de 10’ conidios por grama de substrato.
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Apbés a determinacdo da concentracdo de esporos o indculo foi
transferido para os erlenmeyers previamente autoclavados com o substrato e 0 meio
de suplementacdo. Em seguida, esses frascos foram transferidos para uma estufa a
32 °C por 72 h.

4.2.5 Planejamento fatorial 24 completo

As variaveis estudadas para a producdo enzimatica através do
planejamento experimental foram: i) concentracdo de extrato de peptona de carne;
i) concentracdo de extrato de levedura; iii) concentracdo de carboximetilcelulose
(CMC); e iv) unidade inicial do meio. A umidade inicial do meio foi obtida pela razao

entre a massa do meio suplementacéo pela massa de substrato (Equacao 2).

massa do meio de suplementacéo (g) )

Umidade inicial do meio (%) =
massa do substrato (g) . 100

O planejamento fatorial 2° completo, em dois niveis (-1 e +1),
envolvendo as variaveis independentes citadas contou ainda com 3 ensaios sob as
condicdes do pontos centrais (nivel zero) para o calculo de residuos e erro padréao
Assim, o planejamento fatorial consistiu em 19 ensaios e os valores das variaveis
estudadas estdo descritos na Tabela 5. Adicionalmente ao planejamento
experimental foram realizados 3 ensaios com farelo de trigo como substrato, sob as
condicbes do ponto central, para a obtencdo de valores comparativos. Os
experimentos do planejamento experimental foram realizados em triplicata e as
variaveis resposta (dependentes) analisadas foram as atividades enzimaticas da

CMCase e xilanase.
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Tabela 5. Valores absolutos e codificados utilizados no planejamento fatorial 2* completo.

Fatores Nivel (-1) Ponto central (0) Nivel (+1)
Peptona (g L™ 2 8 14
Extr. de levedura (g L™ 1 5 9
CMC (%) 0,5 1,5 2,5
Umidade inicial do meio (%) 40 60 80

Para determinacdo dos efeitos das variaveis para producéo enzimatica

obtida foi utilizado o software Statistica® (Windows vers&o 7.0).

A Tabela 6 ilustra a matriz com as combinacfes possiveis para as
quatro variaveis estudadas: concentracdo de extrato de peptona de carne, extrato

de levedura e CMC e a umidade inicial do meio.

Tabela 6. Matriz dos ensaios para o planejamento fatorial 2* completo

Ensaio Extrato de Extrato de CMC N l{midade |
peptona levedura inicial do meio
1 -1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1 -1
3 -1 1 -1 -1
4 1 1 -1 -1
5 -1 -1 1 -1
6 1 -1 1 -1
7 -1 1 1 -1
8 1 1 1 -1
9 -1 -1 -1 1
10 1 -1 -1 1
11 -1 1 -1 1
12 1 1 -1 1
13 -1 -1 1 1
14 1 -1 1 1
15 -1 1 1 1
16 1 1 1 1
17 (Ponto central) 0 0 0 0
18 (Ponto central) 0 0 0 0
19 (Ponto central) 0 0 0 0
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4.2.6 Delineamento composto central rotacional (DCCR)

Visando obter o maximo da atividade enzimatica da CMCase e
xilanase, buscou-se a otimiza¢do do meio de cultura através da elaboracdo de um
delineamento composto central rotacional (DCCR) para determinar os melhores
valores das variaveis significativas: concentracdo de peptona e extrato de levedura.
Para tanto, foi realizado um planejamento fatorial com as duas variaveis
independentes em 4 niveis (-1,41; -1; +1; +1,41) e 3 pontos centrais (nivel zero) para
a elaboracdo de um modelo quadratico e a determinacdo do erro experimental,
respectivamente. Assim, o DCCR constou de 11 ensaios e os valores das variaveis
estudadas estdo descritos na Tabela 7. Ao planejamento experimental foram
adicionados 3 ensaios realizados, sob as condi¢cdes do nivel zero, com farelo de
trigo como substrato, para a obtencdo de valores comparativos. Os experimentos

foram realizados em triplicatas.

Para determinacdo dos efeitos das variaveis sobre os resultados
obtidos foi utilizado o software Statistica® (Windows versao 7.0). Sobre os resultados
obtidos foram aplicadas as analises estatisticas de variancia (ANOVA) e testes de

hipoteses.

Tabela 7. Valores absolutos e codificados utilizados para o DCCR.

Fatores Nivel Nivel Ponto central Nivel Nivel
(-1,41) (-1) (0) (+1) (+1,41)

Extr. de peptona (g L™) 11,36 14,0 20,0 26,0 28,64
Extr. de levedura (g L™) 6,36 9,0 15,0 21,0 23,60

Os valores das concentracdes das variaveis extrato de peptona e
extrato de levedura foram incrementados na elaboracdo do DCCR. A faixa de
concentracdo de extrato de peptona estudada no DCCR assumiu valores entre
11,36 g L' e 28,64 g L. Ja a faixa de estudo adotada para a concentracdo de
levedura foi de 6,36 g L a 23,60 g L™

A matriz contendo as condicbes experimentais com os valores

codificados das variaveis é apresentada na Tabela 8.
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Tabela 8. Matriz dos ensaios para o DCCR

Ensaios Extrato de peptona Extrato de levedura
1 -1,00 -1,00
2 1,00 -1,00
3 -1,00 1,00
4 1,00 1,00
5 -1,41 0,00
6 1,41 0,00
7 0,00 -1,41
8 0,00 1,41
9 (Ponto Central) 0,00 0,00
10 (Ponto Central) 0,00 0,00
11 (Ponto Central) 0,00 0,00

4.2.7 Fermentacdo em estado sélido (FES)

Os experimentos de FES para a producdo das enzimas, segundo
metodologia de Couri e Farias, 1995, foram conduzidos em erlenmeyer (125 mL),
com 10 g de caroc¢o do acai e meio de complemento conforme planejamento fatorial
2* completo. Os erlenmeyers foram esterilizados em autoclave 121 °C, 1 kgf cm? (1
atm), durante 20 minutos e inoculados com conidios de A. niger (concentracdo de
10’ conidios por grama de substrato) e levados a estufa (32 °C) por um tempo total
de fermentacdo de 72 horas. Esse periodo foi selecionado a partir dos resultados
obtidos por Rodriguez-Zufiga et al. (2008) para cinética enzimatica com a utilizacdo
de parametros semelhantes e farelo de trigo como substrato. A umidade do
processo foi regulada através da presenca no interior da estufa de um béquer

contendo agua destilada.
4.2.8 Extracdo do complexo enzimatico

Apés 72 horas de fermentacdo a 32 °C procedeu-se a etapa de
extracdo do complexo enzimatico. As amostras foram extraidas com tampéo acetato
de sédio 0,2 mol L, pH 4,5, na relagéo 2:1 (v:m), incubando os frascos em shaker a
120 rpm e 32 °C por 1 hora. Em seguida, os extratos foram filtrados em filtro

(Whatman n° 1) com auxilio de bomba a vacuo, a fim de reter a massa do fungo. Os
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extratos enziméticos recuperados foram centrifugados a 5.000 rpm por 10 minutos
para obtencdo do sobrenadante. Os extratos foram rapidamente congelados em
ultra-freezer (-80 °C) a fim de impedir a formacdo de micro-cristais de gelo,
ocasionando mudancas estruturais das enzimas e, consequentemente diminuindo a
estabilidade do complexo (TATTINI JR. et al, 2006). Em seguida, foram
armazenados a -18 °C para posterior analise da atividade enzimatica. Todos 0s

ensaios foram realizados em triplicata.

4.2.9 Teste de Tukey

O teste de Tukey foi utilizado em complemento a ANOVA na avaliagcéo
dos efeitos dos tratamentos estudados, a fim de se identificar estatisticamente a
ocorréncia ou nao de diferengcas entre os resultados obtidos para as atividades
enzimaticas estudadas. As variaveis concentracdes de peptona e de extrato de
levedura foram avaliadas em seus menores e maiores niveis adotados no DCCR, -
1,41 e +1,41, respectivamente. Adicionalmente, foram realizados ensaios em
condicbes 3 vezes maiores as utilizadas no ponto centro do DCCR. A Tabela 9

apresenta a matriz dos ensaios experimentais para o teste de Tukey.

Tabela 9. Matriz dos ensaios para o teste de Tukey.

Ensaio Extrato de peptona Extrato de levedura
12 3,00 3,00
13 3,00 3,00
14 3,00 3,00
15 -1,41 -1,41
16 -1,41 -1,41
17 -1,41 -1,41
18 1,41 1,41
19 1,41 1,41
20 1,41 1,41
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4.3 Metodologia analitica

4.3.1 Quantificacdo das atividades enzimaticas

As atividades enzimaticas de carboximetilcelulase (CMCase) e xilanase
dos extratos obtidos foram quantificadas em triplicata e os resultados das analises
foram expressos como unidades de atividade por massa de substrato inicial. A
quantificacdo de grupos redutores foi realizada pelo método DNS (Vetec - codigo
1025) (MILLER, 1959) e as atividades expressas em unidade internacional por
grama de substrato inicial (U g7). Conforme Vitti et al. (2007), a unidade
internacional de atividade enzimatica (U) refere-se a quantidade de enzimas capaz
de catalisar a formagcdo de um umol de grupos redutores por minuto, sob as
condi¢cbes do ensaio. Foi utilizada a curva padrao de glicose para determinagcao da
atividade de carboximetilcelulase e de xilose para determinacdo da atividade de
xilanase, segundo metodologia descrita por Wood e Garcia-Campayo (1990). Todas

as determinacdes das atividades enzimaticas foram realizadas em triplicata.

Enzima celulolitica CMCase: A atividade CMCase, tendo como
substrato a carboximetilcelulose (Sigma, EUA) 0,4 % (celulose amorfa), fornece uma
indicagdo da acdo das endoglucanases. Uma unidade de atividade CMCase
corresponde a 1 umol de grupos redutores liberados por minuto de reacédo, em pH
4,2 a 50 °C (WOOD e GARCIA-CAMPAYO, 1990).

Enzima xilanase: A atividade da xilanase foi medida em termos de
producdo de acucares redutores a partir de xilana comercial em tampao fosfato 0,67
mol L™". Uma unidade de atividade xilanase corresponde a 1 umol de xilose liberado
por minuto de reacdo, em pH 4,2 a 50 °C (WOOD e GARCIA-CAMPAYO, 1990).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Apols a realizacdo dos experimentos de FES nas condi¢cdes definidas
no planejamento experimental sequencial, as atividades enziméticas de CMCase e
xilanase foram analisadas permitindo a identificacdo, através de métodos
estatisticos e empiricos, do efeito das varidveis estudadas (concentracBes de
peptona, de extrato de levedura e de CMC e a umidade inicial do meio) e das

variaveis significativas ao processo.

Tanto para o planejamento fatorial 2* completo, para o delineamento
composto central rotacional (DCCR), quanto para os ensaios utilizados no teste de
comparacao de médias, as atividades enzimaticas foram analisadas primeiramente
para CMCase e posteriormente para xilanase, obtidas ao final de 72 horas de
fermentacdo, com a utilizacdo do caroco do acai como substrato e Aspergillus niger

como microorganismo fermentador.

5.1Planejamento fatorial 2* completo

Os valores codificados empregados no planejamento fatorial 2*
completo e os resultados obtidos para atividades de CMCase e xilanase, utilizando

caroco do acai como substrato, sdo apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10. Resultados do planejamento fatorial 2* completo para as atividades enzimaticas de
CMCase e xilanase (U g™).

Ensaio Extr. de Extr. de Umidade CMCase Xilanase
peptona levedura inicial do meio (Ugh (Ugh
1 -1 -1 -1 -1 0,51 0,85
2 1 -1 -1 -1 1,11 1,85
3 -1 1 -1 -1 1,56 1,87
4 1 1 -1 -1 3,38 4,75
5 -1 -1 1 -1 0,75 0,92
6 1 -1 1 -1 1,70 2,02
7 -1 1 1 -1 2,57 2,30
8 1 1 1 -1 3,60 4,67
9 -1 -1 -1 1 1,46 1,75
10 1 -1 -1 1 1,61 2,03
11 -1 1 -1 1 1,13 1,11
12 1 1 -1 1 2,68 2,53
13 -1 -1 1 1 1,09 0,75
14 1 -1 1 1 1,24 1,54
15 -1 1 1 1 1,54 1,18
16 1 1 1 1 1,79 3,06
17 (C) 0 0 0 0 2,24 1,50
18 (C) 0 0 0 0 2,14 1,89
19 (C) 0 0 0 0 2,60 1,77

(c) condicdes de ponto central.

5.1.1 Atividade enzimatica da CMCase pelo planejamento fatorial 2*

completo

Os efeitos das variaveis independentes foram avaliados inicialmente
em termos da atividade da enzima CMCase. Observou-se que, em condi¢des de
maior concentracdo de peptona de carne (14 g L) e maior concentracdo de extrato
de levedura (9 g L"), nivel +1, a atividade enzimatica da CMCase atingiu 3,60 U g™.
Nas condi¢cdes com 0s menores valores para todas as variaveis (nivel -1) foi obtido o

menor resultado para atividade enzimatica da CMCase (0,51 U g™).
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A Tabela 11 apresenta a estimativa dos efeitos e testes de hipoteses
para os resultados obtidos no planejamento fatorial 24 completo para atividade

enzimética da CMCase.

Tabela 11. Estimativa dos efeitos e testes de hip6teses para os resultados obtidos no planejamento
fatorial 2* completo para a atividade enzimatica da CMCase.

Desvio Lim. Lim.
Efeitos dra t (8) p-valor  Conf. Conf.
pactrao -90% +90%
Média* 1,826 0,097 18,798 0,000 1,645 2,006

(1) Extr. de peptona* 0,812 0,212 3,838 0,005 0,419 1,206

(2) Extr. de levedura* 1,099 0212 5190 0001 0705 1,492

(3) CMC 0,04 0212 0492 0636 -0,290 0,498
(4) Umidade inicial 0,330 0212 -1557 0,158 -0,723 0,064
1x2 0,350 0212 1,653 0,137 -0,044 0,743
1x3 0,217 0212 -1,024 0336 -0,610 0,177
1x4 0,286 0212 -1,352 0213 -0,680 0,107
2x3 0081 0212 038 0712 -0,313 0,475
2 x 4* 0,659 0212 -3,114 0014 -1,053 -0,266
3x 4 0,411 0212 -1,939 0088 -0,804 -0,017

* variaveis significativas a 90% de confianca (p<0,1)

As variaveis concentracfes de extrato de peptona de carne e extrato
de levedura e os efeitos de interacdo entre a concentragcéo de extrato de levedura e
umidade inicial do meio e entre a concentracdo de CMC e umidade inicial do meio
se mostraram estatisticamente significativas a 90 % de confianca para atividade de
CMCase no intervalo estudado. A variavel umidade inicial e a interacdo entre o
extrato de peptona e extrato de levedura foram consideradas nas estimativas dos
efeitos por apresentarem-se significativos proximos a 90 % de confianca. A variavel
concentracdo de CMC nao apresentou efeito estatisticamente significativo a 90 % de
confianca. O histograma do efeito das principais variaveis estudadas é apresentado
na Figura 8.
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Figura 8. Histograma dos efeitos das variaveis concentracdes de extrato de peptona, de extrato de
levedura e de CMC e umidade inicial do meio sobre a atividade enzimatica da CMCase.

O histograma (Figura 8) e a Tabela 11 apresentam um efeito positivo
significativo a 90 % de confianca do extrato de peptona e do extrato de levedura
para producdo de CMCase, indicando que o incremento dessas variaveis resultaria
em maiores respostas. JA4 a unidade inicial do meio apresentou efeito negativo,
indicando que melhores resultados sdo obtidos com os niveis mais baixos dessa

variavel.

Ensaios comparativos realizados nas mesmas condi¢cdes do ponto
central, porém utilizando farelo de trigo como substratos elevaram a producédo de
CMCase a 11,62 U g*. Apesar de ser superior aos valores obtidos usando o carogo
do acai como substrato, a crescente disponibilidade, a baixo custo, desse residuo
pode ser uma vantagem no processo de obtencdo das enzimas de interesse.

5.1.2 Atividade enzimética da xilanase para o planejamento fatorial 2*

completo

Em relacdo a atividade enzimética da xilanase, as melhores respostas
foram observadas em meios contendo maiores concentracoes de extrato de
peptona e de extrato de levedura, com menor concentracdo de CMC e menor
umidade inicial, atingindo 4,75 U g'1 (Tabela 10). J& os menores valores de atividade
enzimatica da xilanase foram observados em condi¢cBes opostas, ou seja, menores
concentracbes de extrato de peptona e de extrato de levedura, com maior
concentracdo de CMC e maior umidade inicial do meio, atingindo 0,75 U g™.
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A Tabela 12 apresenta a estimativa dos efeitos e teste de hipoteses

para os resultados obtidos no planejamento fatorial 24 completo para a atividade

enzimética da xilanase.

Tabela 12. Estimativa dos efeitos e testes de hipoteses para os resultados obtidos no planejamento
fatorial 2* completo para a atividade enzimatica da xilanase

Desvio Lim. Lim.

Efeitos adréo t(8) p-valor Conf. Conf.
P —90% +90%

Média* 2,017 0,075 26,740 0,000 1,877 2,157
(1) Extr. de peptona* 1,466 0,164 8,916 0,000 1,160 1,771
(2) Extr. de levedura* 1,221 0,164 7,427 0,000 0,915 1,527
(3) CMC -0,038 0,164 -0,229 0,825 -0,343 0,268
(4) Umidade inicial* -0,660 0,164 -4,015 0,004 -0,966 -0,354
1x2* 0,672 0,164 4,086 0,004 0,366 0,977
1x3 0,072 0,164 0,440 0,672 -0,233 0,378
1 x 4* -0,373 0,164 -2,268 0,053 -0,679 -0,067
2x3 0,275 0,164 1,671 0,133 -0,031 0,580
2 X 4* -0,768 0,164 -4,672 0,002 -1,074 -0,462
3x4 -0,184 0,164 -1,120 0,295 -0,490 0,122

* variaveis significativas 90% de confianca (p<0,1)

As variaveis concentracbes de extrato de peptona, de extrato de

levedura e a umidade inicial do meio apresentaram efeito estatisticamente

significativo a 90 % de confianca. Ja a variavel concentracdo de CMC néo

apresentou efeito estatisticamente significativo no intervalo estudado. O histograma

do efeito das variaveis estudadas é apresentado na Figura 9.
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Figura 9. Histograma dos efeitos das variaveis concentracdes de extrato de peptona, de extrato de
levedura e de CMC e umidade inicial do meio sobre a atividade enzimética da xilanase

O histograma (Figura 9) e a Tabela 12 apresentam um efeito positivo
significativo das concentracdes de extrato de peptona e de extrato de levedura para
atividade enzimatica da xilanase, indicando que o incremento dessas variaveis
resultaria em maiores respostas. J& a concentracdo de CMC e a unidade inicial do
meio apresentaram efeito negativo (significativo a 90 % de confianca para umidade
inicial do meio), indicando que melhores resultados séo obtidos com os niveis mais

baixos dessas variaveis.

Da mesma forma que para a enzima CMCase, foram realizados
ensaios comparativos utilizando farelo de trigo como substrato para producédo de
xilanase. Atividades enzimaticas de até 14,56 U g* foram obtidas em condicdes do
ponto central. Novamente, a crescente disponibilidade do carogo do agai a baixo
custo configura-se como uma vantagem quanto a utilizacdo desse residuo como

substrato no processo FES para obtencdo de enzimas de interesse.

A partir das analises estatisticas feitas sobre os resultados obtidos no
planejamento fatorial 2* completo foi possivel identificar as varidveis concentragédo
de extrato de peptona de carne e concentracdo de extrato de levedura como
significativas estatisticamente com p-valor menores que 10 % (p<0,1) para as
atividades de CMCase e xilanase. O efeito dessas duas variaveis se apresentou

como positivo para a producdo enzimatica, indicando que melhores resultados
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podem ser obtidos com o incremento de seus valores nas etapas seguintes do
planejamento experimental sequencial, como o delineamento composto central
rotacional (DCCR).

Embora nédo tenha sido identificada como variavel estatisticamente
significativa para atividade de CMCase no intervalo estudado, a umidade inicial do
meio é uma variavel com grande influéncia para o processo de FES, sendo que
altos valores de umidades afetam negativamente na producdo enzimética. Neste
sentido, a umidade inicial do meio foi fixada no nivel mais baixo utilizado

anteriormente (40 %).

Visando a otimizacdo do processo de producdo das enzimas, bem
como a reducdo dos custos operacionais, a variavel concentracdo de CMC, também
identificada como nédo significativa a 90 % de confianca no planejamento

experimental, foi fixada no nivel mais baixo estudado (0,5 %).

A partir desses resultados pode-se definir as variaveis significativas ao
processo e selecionar as condicdes experimentais do ensaio do delineamento

composto central rotacional (DCCR)

5.2 Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)

Um novo planejamento estatistico com o incremento nos valores das
variaveis significativas, concentracdo de extrato de peptona de carne e
concentracdo de extrato de levedura (Tabela 7), foi realizado utilizando o
delineamento composto central rotacional (DCCR). O delineamento foi constituido
por 4 ensaios em dois niveis (-1 e +1), 4 pontos axiais (-1,41 e +1,41) e 3 pontos
centrais. Foram realizados ainda 3 ensaios como controle utilizando o farelo de trigo
como substrato, totalizando 14 ensaios. A matriz contendo as condi¢cdes dos
ensaios realizados com caroco do acai e as respostas obtidas para atividade

enzimatica da CMCase e xilanase é apresentada na Tabela 13.
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Tabela 13. Condi¢bes dos ensaios realizados no DCCR e os resultados obtidos para atividades
enzimaticas de CMCase e xilanase (U g).

Ensaios Extr. de Extr. de CMCrise Xi|an?.1$e
peptona levedura Ug) Vg
1 -1,00 -1,00 5,54 3,11
2 1,00 -1,00 7,19 5,51
3 -1,00 1,00 7,77 5,98
4 1,00 1,00 8,24 8,08
5 -1,41 0,00 6,82 4,46
6 1,41 0,00 6,93 6,30
7 0,00 -1,41 5,81 3,62
8 0,00 1,41 7,93 7,08
9 (C) 0,00 0,00 6,62 5,79
10 (C) 0,00 0,00 5,93 5,99
11 (C) 0,00 0,00 5,76 6,04

(c) condicdes de ponto central.

Para as andlises estatisticas dos resultados obtidos para as atividades
enzimaticas CMCase e xilanase o nivel de confianca foi ajustado a 85 % visando

uma melhor adequacgéo do modelo gerado.

5.2.1 Atividade enziméatica da CMCase obtida no DCCR

Com base nos resultados obtidos no DCCR (Tabela 13) foi possivel
observar um aumento de 2,29 vezes na atividade enzimatica da CMCase em

relacdo ao planejamento fatorial completo, atingindo 8,24 U g* (Tabela 10).

A Tabela 14 apresenta a estimativa por ponto e testes de hipoteses
para os efeitos a partir dos resultados obtidos no DCCR para atividade enzimatica
da CMCase. Os efeitos dos termos lineares sdo apresentados associados a letra L e

0s termos quadraticos associados a letra Q.

58



Tabela 14. Estimativa dos efeitos e testes de hip6teses para os efeitos a partir dos resultados obtidos
no DCCR para a atividade enzimatica da CMCase.

Desvio Lim. Lim.

Efeitos adrao t (5) p-valor Conf. Conf.
P _85% +85%

Média* 6,103 0,359 16,992 0,000 5493 6,714
(1)Peptona (L)* 1,279 0,440 2908 0,033 0,532 2,027
Peptona (Q)* 0,925 0,524 1,766 0,138 0,035 1,815

(2)Extr. de Levedura (L)* 0,858 0,440 1951 0,209 0,111 1,606
Extr. de Levedura (Q)* 0,928 0,524 1,773 0,136 0,038 1,818

1L x 2L -0,592 0,622 -0951 0,385 -1,649 0,465

* variavel significativas a 85% de confianca (p<0,15)

Apenas a interacdo entre as concentracdes de extrato de peptona e de
extrato de levedura ndo se mostrou estatisticamente significativo a 85 % de

confianca, tendo sido incorporado aos residuos nas analises seguintes.

Assim, a Tabela 15 apresenta os resultados para o coeficiente de
regressao, desvio padrao, teste t, p-valor e limites de confianca obtidos no DCCR
para a atividade enzimatica da CMCase, apds a exclusdo das variaveis identificadas
como néo significativa a 85 % de confianga (Tabela 14).

Tabela 15. Resultados dos coeficientes de regressado, desvio padrdo, teste t e p-valor obtidos no
DCCR para a atividade enzimética da CMCase.

Lim. Lim.
t(6) p-valor Conf. Conf.
-85% +85%

Coef. de Desvio
regressao padréo

Média 6,103 0,356 17,128 0,000 5,515 6,692

(1) Extr. de peptona (L) 0,640 0,218 2,932 0,026 0,280 1,000

Extr. de peptona (Q) 0,462 0,260 1,780 0,125 0,034 0,891
(2)Extr. de levedura(L) 0,429 0,218 1,967 0,097 0,069 0,789
Extr. de levedura(Q) 0,464 0,260 1,787 0,124 0,036 0,893
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Os dados obtidos apresentam uma variancia desprezivel (o® = 0,0002).
A Tabela 16 apresenta a analise de variancia (ANOVA) para a atividade enziméatica
da CMCase no DCCR, com a exclusdo da variavel ndo significativa a 85 % de
confianca.

Tabela 16. Analise de variancia (ANOVA) para a atividade enzimatica da CMCase no DCCR apo6s a
exclusdo das variaveis ndo significativas a 85 % de confianca

Variaveis Soma dos Graus de Média dos
Estatisticas Quadrados Liberdade Quadrados
Regressao 6,624 4 1,656
Residuo 2,282 6 0,380
Total 8,907 10
l:(Modelo) 4’35
R® 0,7437
Nivel de confianca 85 %

I:tabelado (4; 6; 0,15) 2152
Fmodelo / F tabelado = 1,73

No teste F, o F do modelo foi 1,73 vezes maior que o F tabelado e o
coeficiente de determinacéo (R2 = 0,7437) se mostraram satisfatérios para obtencao

de um modelo preditivo da atividade enzimatica da CMCase.

O modelo com as variaveis codificadas, que representa a atividade
enzimatica (U.g") em funcdo da concentragdo de extrato de peptona de carne e da
concentracdo de extrato de levedura na faixa estudada pode ser representado pela
equacao (3).

Atividade enzimética da CMCase = 6,103 + (0,640 . [peptona]) + (0,429 .
[levedura]) + (0,462 . [peptona]z) + (0,464 . [Ievedura]z) (3)

A tabela 17 apresenta os valores obtidos nos ensaios experimentais,
os valores previstos pelo modelo e o desvio relativo para atividade enzimatica da

CMCase em cada ensaio.
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Tabela 17. Valores obtidos nos ensaios experimentais, valores previstos pelo modelo e o desvio
relativo para atividade enzimatica da CMCase.

Atividade Atividade
. enzimatica enzimatica . Desvio

Ensaio . . Desvio .

experimental da prevista da Relativo (%)

CMCase (Ug"')  CMcCase (Ug™
1 5,54 5,96 -0,42 -7,63
2 7,19 7,24 -0,05 -0,64
3 7,77 6,82 0,95 12,26
4 8,24 8,10 0,14 1,77
5 6,82 6,42 0,40 5,81
6 6,93 7,64 -0,71 -10,27
7 5,81 6,12 -0,31 -5,33
8 7,93 7,93 0,00 0,00
9(C) 6,62 6,10 0,52 7,76
10 (©) 5,93 6,10 -0,17 -2,87
11 (©) 5,76 6,10 -0,34 -6,02

(c) condic¢des de ponto central.

Através da Tabela 17 é possivel verificar que os dados previstos pelo
modelo apresentam pequeno desvio relativo em relacdo aos dados obtidos nos
ensaios experimentais para atividade enzimatica da CMCase, indicando uma boa

concordancia entre os dois valores (Figura 10).
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Figura 10. Valores experimentais versus valores previstos pelo modelo para atividade enzimatica da
CMCase no DCCR.
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O gréfico de normalidade (Figura 11) indica uma distribuicdo normal e
independente dos residuos (erros de ajustamento) em torno da reta, corroborando o

bom ajuste e validagdo do modelo.
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Figura 11. Residuos versus valores normais esperados para atividade enzimatica da CMCase no
DCCR.

Os dados obtidos pelo modelo para atividade enzimatica da CMCase
foram utilizados para a construcao do grafico de superficie de resposta apresentado

na Figura 12.
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Figura 12. Superficie de respostas para a atividade enzimatica da CMCase (U g'l) em funcéo das
concentracdes de extrato de peptona e de extrato de levedura (g L'l).

Apesar dos resultados obtidos no DCCR apresentarem um incremento
na atividade enzimatica da CMCase em relacdo ao planejamento fatorial 2*
completo, o estudo da superficie de resposta indica que melhores resultados podem
ser obtidos com o incremento das variaveis concentracdo de extra