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RESUMO

A utilizacdo de residuos agroindustriais pode ser uma estratégia alternativa para producao de
enzimas microbianas a baixo custo, além de proporcionar um destino mais nobre desses
residuos, evitando assim o acumulo no ambiente. Para tanto, é levado em consideracdo 0s
processos fermentativos em estado sélido, e também a aplicabilidade das enzimas produzidas
nesses sistemas nas induastrias quimica, téxtil, de alimentos, dentre outras. O presente trabalho
teve como objetivo avaliar a producdo de enzimas celuloliticas (CMCase e FPase) e
proteoliticas, utilizando a fermentacdo em estado sélido (FES), empregando como substrato o
bagaco do coco verde, pela acdo do fungo Aspergillus sp. isolado de pecas anatdémicas
conservadas em formol 10% do complexo de laboratorios de anatomia do Departamento de
Morfologia do Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).
Foi realizada a caracterizacdo do substrato para se obter informacdes necessarias antes da sua
utilizagdo no processo, assim como um planejamento experimental fatorial 22, com triplicata
no ponto central, a fim de se analisar a influéncia da variacdo da umidade e da adicdo de fonte
de nitrogénio (sulfato de amonia). Os niveis das variaveis independentes aplicadas foram:
umidade 60%, 70% e 80% e sulfato de aménia 0%, 0,5% e 1% (p/v). O programa computacional
STATISTICA (versdo 7.0, da StatSoft Inc.) foi empregado para os célculos dos efeitos
principais das variaveis e suas intera¢6es. Diante do resultado do planejamento, as fermentacdes
foram conduzidas, a 30°C durante 240 horas, utilizando o bagacgo da casca do coco a 80% de
umidade sem a adigdo de sulfato de aménia. As melhores atividades celuloliticas foram
observadas as 192h (15,773 U/g) e 216 h (3,888 U/g) , para as exoglucanases e endoglucanases,
respectivamente. Verificou-se também a atividade proteolitica, nas mesmas condi¢es de
producéo das celulases, nas quais obtiveram os melhores resultados as 168 horas (10,167 U/qg).
Diante dos resultados, constata-se que o Aspergillus sp. possui potencial de produgdo de
enzimas celuloliticas e proteoliticas a partir do residuo do coco verde utilizando fermentagéo
em estado solido.

Palavras-chave: Residuo agroindustrial do coco. Fermentacao em estado sélido. Aspergillus

sp. Celulases. Proteases.



ABSTRACT

The use of agroindustrial waste can be an alternative strategy for the production of microbial
enzymes at low cost, besides providing a more noble destination of these residues, thus avoiding
the accumulation in the environment. For that, solid-state fermentation processes are
considered, as well as the applicability of the enzymes produced in these systems in the
chemical, textile, food, and other industries. The aim of the present work was to evaluate the
production of cellulolytic enzymes (CMCase and FPase) and proteolytics, using solid-state
fermentation (FSS), employing as a substrate the green coconut bagasse by the fungus
Aspergillus sp. isolated from anatomical parts preserved in formaldehyde 10% of the anatomy
laboratory complex of the Department of Morphology of the Health Sciences Center (CCS) of
the Federal University of Paraiba (UFPB). The characterization of the substrate was performed
to obtain necessary information before its use in the process, as well as an experimental design
22, with triplicate at the central point, in order to analyze the influence of the variation of
moisture and the addition of nitrogen source (Ammonium sulfate). The levels of the
independent variables applied were: 60%, 70% and 80% humidity and 0%, 0.5% and 1% (w /
v) ammonium sulfate. The STATISTICA software (version 7.0, StatSoft Inc.) was used to
calculate the main effects of variables and their interactions. Faced with the result of the design,
fermentations were conducted at 30 ° C for 240 hours using the coconut residues at 80%
moisture without the addition of ammonium sulfate. The best cellulolytic activities were
observed at 192h (15,773 U/ g) and 216 h (3,888 U / g), for exoglucanases and endoglucanases,
respectively. Proteolytic activity was also verified under the same cellulase production
conditions, in which the best results were obtained at 168 hours (10.167 U / g). In view of the
results, Aspergillus sp. Has the potential to produce cellulolytic and proteolytic enzymes from
the green coconut residue using solid-state fermentation.

Keywords: Coconut agroindustrial residue. State-solid Fermentation. Aspergillus sp.

Cellulases. Proteases.
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1 - INTRODUCAO

Quando se trata da producdo de frutas tropicais, o Brasil assume uma posicdo de
destaque, por ser dotado de um cenério perfeito para esse tipo de cultivo (ROGERIO, 2005).
Sendo assim, a cultura de coco (cocoicultura) é fundamental na economia do Nordeste
brasileiro, responsavel por 66,5% da producdo, a frente das regides Norte, com 14,1% e Sudeste
com 17% (PENHA et al., 2005). Por apresentar multiplas propriedades nutricionais, e por fazer
parte do gosto popular, a &gua de coco contribui com o aumento da cultura desse fruto no Brasil,
tornando-o uma das frutas mais consumidas nos litorais brasileiros (FONTENELE, 2005;
BONTEMPO, 2008).

Esse consumo em larga escala, aumenta consequentemente a geracdo de residuo
proveniente da casca do coco, ocasionando em um problema ambiental relacionado ao descarte
desse material (ROSA et al., 2001). Apesar de ser organico, o residuo do coco é de dificil
degradacéo, demorando mais de oito anos para sua completa decomposi¢édo (CARRIJO et al.,
2002). Outro problema vinculado ao descarte do residuo agroindustrial desse fruto é a emissao
de metano, gas muito associado ao efeito estufa (PASSOS, 2005). Contudo, o material rejeitado
da inddstria convencional do coco maduro pode ter aplicagdes como combustivel para caldeiras,
manufatura de tapetes e estofamentos. Outras pesquisas recentes mostram ainda a utilizacdo do
residuo da casca na agricultura intensiva, principalmente no cultivo de plantas ornamentais e
hortalicas (OHLER, 1986; MURRAY, 2001).

Uma alternativa para minimizar problemas relacionados ao descarte desses residuos
pode ser a sua utilizacdo como matéria organica em processos fermentativos como na producao
de enzimas e outros produtos de valor agregado (COELHO et al., 2001). No ramo da
biotecnologia, a producdo de enzimas vem atraindo consideravel evidéncia. Nos ultimos anos
tem-se aumentado o emprego da fermentacdo em estado sélido para a produgdo de enzimas
principalmente relacionadas com a degradacdo de macromoléculas vegetais complexas
(COUTO; SANROMAN, 2005).

Os processos fermentativos que envolvem o crescimento e o metabolismo de
microrganismos, como os fungos filamentosos, por exemplo, em um substrato sélido ou
suporte, com completa ou parcial auséncia de agua, trata-se da fermentacdo em estado sélido
(FES). Esse tipo de bioprocesso é importante na destinacdo de residuos agroindustriais tidos
como possiveis causadores de problemas ambientais (ROCHA, 2010). Essa fermentacdo em

matriz sélida € muito vantajosa, sobretudo quando se trata do emprego de fungos filamentosos,
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visto que nela as condigdes de cultivo sdo muito semelhantes ao habitat natural desses fungos,
ou seja, o crescimento e consequentemente o metabolismo e a producdo de enzimas sdo maiores
(PANDEY, 2003).

Em suma, alguns microrganismos sdo capazes de produzir celulases, pois atuam na
degradacdo de materiais lignocelul6sicos presentes em substratos como o coco apos a sua
caracterizacdo (CASTRO, 2006). Ao mesmo tempo, esses microrganismos sao preferidos frente
a outras fontes de proteases (vegetal e animal), por serem mais estaveis, devido ao seu rapido
crescimento, ao pequeno espaco de tempo necessario para o seu cultivo e a grande variedade

de atividades cataliticas que dispdem (RAO et al., 1998).

O presente estudo teve como objetivo avaliar a producdo de enzimas celuloliticas
(CMCase e FPase) e proteoliticas, utilizando a fermentacdo em estado solido (FES),
empregando como substrato o bagaco do coco verde, pela acdo do fungo Aspergillus sp. isolado
de pecas anatdmicas conservadas em formol 10% do complexo de laboratérios de anatomia do
Departamento de Morfologia do Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da Universidade Federal
da Paraiba (UFPB).
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2 — REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 — Fermentacdo em estado sélido (FES)

Os processos fermentativos estdo sendo evidenciados quando se trata do aproveitamento
dos residuos agroindustriais, e a fermentacdo em estado sélido (FES) torna-se relevante quando
se trata dessas técnicas. A fermentacdo em estado solido é um sistema em que os micro-
organismos crescem sobre ou dentro de substratos sélidos, caracteristicamente com a auséncia
ou quase auséncia de dgua livre, que se encontra ligada a fase sélida, formando uma fina camada
na superficie das particulas (RAIMBAULT, 1998), de forma que haja uma umidade ideal para
assegurar o crescimento e metabolismo das células (DEL BIANCHI et al., 2001). Dessa forma,
por meio da FES, é possivel a obtencdo de produtos de interesse, com destaque na producao de
enzimas como as amilases, proteases, xilanases, celulases e pectinases (MONTEIRO; SILVA,
2009).

Dependendo da natureza da fase solida, essa matriz pode ser naturalmente a fonte de
nutrientes, ou um suporte fixo que sera impregnado de nutrientes essenciais para o crescimento
microbiano (SINGHANIA et al., 2009; BARRIOS-GONZALES, 2012). Nesse contexto, a
matéria organica proveniente do substrato € uma interessante fonte de energia para o
desenvolvimento do micro-organismo, e a fonte de carbono é empregada na sintese de biomassa
celular e dos produtos do metabolismo microbiano (MITCHELL; LONSANE, 1992).

Etapas como a escolha do substrato para o processo, selecdo do micro-organismo
especifico, manejo dos pardmetros da fermentacdo e, em alguns casos, separagéo e purificacéo
dos produtos, sdo necessarias para a realizacdo da FES. Essas condi¢cdes podem afetar o
desenvolvimento do microrganismo, sendo pertinente para o0 controle do processo
(GUTIERREZ-CORREA; TENGERDY, 1997).

2.1.1 — Fatores que influenciam o processo

A fermentacdo em estado sélido, bem como outros processos, depende também de
condigOes ambientais que podem afetar de forma significativa o desenvolvimento do micro-

organismo e da formacdo dos produtos de desejados. A umidade e atividade de agua, pH,
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temperatura e a concentracao inicial de in6culo sdo fatores que influenciam o processo, e 0
correto gerenciamento desses fatores, por meio de um estudo e observacdo preliminar,

possivelmente resultara no sucesso do processo.

O elevado grau de interacdo da &gua com outras substancias da matriz sélida confere a
ela um papel relevante entre todas as condi¢des que influenciam a FES (GERVAIS; MOLIN,
2003). Dois pardmetros principais estdo diretamente ligados com a &gua: a umidade e a
atividade de agua (PINTO, et al., 2005). O teor de umidade do substrato contribui diretamente
na disponibilidade de agua livre no meio e também na dilatacdo do substrato promovendo a
penetracdo do micélio, o que afeta o crescimento microbiano e consequentemente a formacéo
do produto (MURTHY et al., 1993). Sendo assim, € interessante que o nivel de umidade seja
ideal para o crescimento microbiano. Ja atividade de agua (aw) confere o fornecimento da agua
ndo ligada ao substrato que esta disponivel para o micro-organismo, considerando-se que
naturalmente cada organismo necessita de um nivel de aw minimo para conseguir realizar suas
atividades metabolicas (RAMANA et al., 1993; LEITAO, 1997).

Segundo Schmidell et al. (2001), em consequéncia da heterogeneidade dos substratos
de fase sélida utilizados na FES, o pH é dificil de ser controlado. Dessa maneira, 0 emprego de
substratos com boa capacidade tamponante ou a insercdo de solu¢des tampdo no momento da
umidificacdo podem facilitar o controle desse parametro. O desenvolvimento microbiano no
sistema gera calor, que necessita ser dissipado do sistema. Portanto, controlar a temperatura de
forma adequada melhora o processo. Por outro lado, a quantidade ideal de concentragéo de
inéculo quando comparada ao substrato, garante a fermentacdo complementando as
necessidades sem esgotar 0s nutrientes necessarios para o desenvolvimento microbiano
(OLIVEIRA JUNIOR, 2014).

2.1.2 — Vantagens e limitagcOes da FES

Segundo Palma (2003), existem algumas vantagens e limitagcdes da fermentacdo em
estado solido quando comparada a outro processo fermentativo, como a fermentacao submersa
(FS). No entanto, € uma comparacao dificil, tendo em vista que cada micro-organismo pode se
adequar a qualquer um dos dois processos, considerando que essa adaptacdo depende uma serie

de fatores.
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Como vantagens em relacdo a FS, a FES apresenta menor risco de contaminagdo por
causa da baixa umidade que apresenta; 0 meio fermentativo é extremamente simples de ser
preparado, porque basicamente é formado apenas pelo substrato solido e 4gua para torna-lo
Umido; é viavel com a utilizacdo de residuos baratos e abundantes, principalmente no Brasil; o
crescimento celular acontece em condicdes semelhantes ao habitat natural e em um espaco

reduzido; e o maior producédo e concentracdo do produto de interesse.

Por outro lado, algumas limitagdes sdo apresentadas, como a heterogeneidade do meio
da FES, que dificulta o controle do crescimento celular, entre outros parametros como pH,
agitacdo, concentracdo de nutrientes e produtos. A dificil canalizacdo do calor que foi gerado
em consequéncia do metabolismo microbiano, podendo afetar a umidade do meio, e também a
restricdo da variedade de produtos que podem ser gerados devido aos micro-organismos que
restritamente sdo selecionados pelo seu desenvolvimento apenas em baixos niveis de umidade
(PALMA, 2003).

2.2 — Substrato

A selecdo do substrato que sera empregado na FES € uma das etapas mais importantes
desse bioprocesso, sendo dependente de fatores como a sua disponibilidade e principalmente o
custo. Nesse contexto, a pesquisa direcionada para a selecdo dos residuos agroindustriais vem
se destacando. Os substratos utilizados na FES sdo compostos naturais ou sintéticos. Eles
geralmente sdo insolUveis em agua, e por outro lado, capazes de absorvé-la, contribuindo com

0 aproveitamento microbiano, com o crescimento e a atividade metabolica (SANTOS, 2017).

2.2.1 — Coco (Cocos nucifera)

Apesar de estar bem naturalizado na costa nordestina do Brasil, o coqueiro (Cocos
nucifera L.) é de origem asiatica. Bem adaptado, desde meados 1553 até os dias atuais, 0 coco
tem papel de destaque quando se trata de matéria prima para a agroindUstria e para 0 ramo
alimenticio (SOBRAL, 1976; FERREIRA, 1994). Variedades como Typica (var. Gigante) e
Nana (var. And) sdo importantes no ambito socioeconémico, agroindustrial e no agronegécio
(SANTOS et al.,1996; FRUTAS DO BRASIL, 2002).
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As partes estruturais do coco consistem basicamente em uma camada mais externa e
fina, denominada epicarpo (casca);uma parte mais interna, extensa e fibrosa, chamada de
mesocarpo; a estrutura lenhosa, mais interna que o mesocarpo, o endocarpo, e o aloumen que
estd em contato direto com o liquido opalescente, ou dgua de coco, de alto valor comercial
(Figura 1). No total, o peso médio do fruto se encontra entre 3 a 4Kg e a quantidade de agua
presente depende da sua maturidade, ou seja, quanto mais maduro, menos dgua 0 coCco pPossuli
(PORTAL SAO FRANCISCO, 2005; OLIVEIRA JUNIOR, 2014).

Figura 1 — Corte longitudinal do coco verde

Epicarpo 4
(epiderme lisa)
/
Mesocarpo '

(feixe de fibras) *——t—

Endocarpo %
(camada pétrea que envolve
a parte comestivel)

Fonte: FERREIRA et al. (1998)

As fibras do mesocarpo sdo constituidas basicamente por celulose, lignina,
hemicelulose, pectina e minerais. Sendo a celulose responsavel pela resisténcia das fibras,
estabilidade e estrutura do fruto; a hemicelulose atua como ligante entre a celulose e a lignina;
a pectina tem funcdo aglutinante, constituindo a parede celular, bem como a lignina que é
responsavel pela formacdo dessa parede (PASSOS, 2005). As Tabelas 1 e 2 apresentam a
caracterizagdo quimica do po da casca de coco verde e a composi¢do quimica do pd de coco e
da fibra do coco.

Partindo do principio de que a d4gua do coco verde é basicamente a estrutura mais
explorada quando se trata do setor industrial, cerca de 80 — 85% do peso bruto do coco verde é
descartado, causando problemas ambientais devido a formacéo de lixo. Por outro lado, o coco
seco poder ser utilizado na indUstria em caldeiras, ou até mesmo no ramo artesanal (ROSA et
al., 2001). Nesse aspecto, os processos biotecnologicos podem ser aplicados na destinacdo desse
residuo, promovendo a obtencdo de diversos produtos de interesse, melhorando tanto os ramos

industriais, bem como 0 meio ambiente.
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Tabela 1 — Caracterizacdo quimica do p6 da casca de coco verde

Elemento quimico g Kg mg/'Kg
N 6,32 -
P 142 -
K 115 -
Ca 6.8 -
Mg 1,79 -
Na 125 -
Fe 1.97 -
Cu - 6.6
Zn - 31.8
Mn - 238
MO - 72,58

M.O — Matéria organica

Fonte: SILVA (1999)

Tabela 2 — Composi¢do quimica do po de coco e da fibra do coco

. Composicio quimica (%)
Tipo de fibra Lignina Glucose L-Arabinose Galactose L-Ramose Xilose Manose
P& de coco 35,72 2591 0,29 0.32 0.21 23,93 0
Fibrade coco 33,50 34,87 0,05 0.36 0.16 16,98 0,12

Fonte: HAN (2009).

2.3 — Micro-organismos utilizados na fermentagdo em estado sélido

A eficiéncia do micro-organismo na conversdo do substrato em produto, com réapida
liberacdo para 0 meio, entre outros aspectos, séo fatores a serem analisados antes da sua sele¢ao,
principalmente quando se trata de FES (SCHMIDELL, 2001). Os fungos filamentosos, nesse
caso, sdo 0s mais adaptados, principalmente por apresentarem uma alta capacidade de
crescimento em meios com baixas concentragcdes de agua livre, além de que sdo de facil de
manipulacdo e adaptacdo, versateis em suas aplica¢Ges contribuindo também na producao
enzimatica (COSTA, 1996; CASTILHO et al., 2000).

O crescimento do fungo se da pelo alongamento de suas hifas, estrutura morfoldgica
fundamental desses organismos. O conjunto de hifas constitui o que € denominado de micélio.

Como o crescimento das hifas € restrito as extremidades, e as partes externas sdéo maiores e
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mais velhas, pode-se confirmar que proporcionalmente a biomassa nova diminui com o avango
da cultura (PANDEY, 2002). Esse crescimento sobre a superficie slida é em consequéncia da
disponibilidade de nutrientes provenientes do substrato. Assim, as hifas percorrem o substrato
ocupando cada vez mais espa¢o no sistema, consumindo todo nutriente disponivel (LOSANE
etal., 1985).

A temperatura para o crescimento dos fungos esta entre 30°C e 35°C, mas o 6timo para
a maioria esta entre 20°C e 30°C. O pH em torno de 6,0 é considerado 6timo para a maioria das
espécies (PUTZKE, 2004). De acordo com Bisaria € Ghose (1984), o Aspergillus sp. € 6timo
produtor de celulases, tais enzimas sdo amplamente utilizadas nas industrias alimenticias, papel
e celulose, e téxtil (BIGELIS, 1993).

2.3.1 — Aspergillus sp.

Fungos pertencentes ao género Aspergillus sdo muito comuns, por serem amplamente
distribuidos. Podem ser isolados do solo, de ambientes aquaticos e do ar, e dessa forma, sdo
muito estudados, formando o grupo microbiano mais importante na utilizacdo dos processos de
FES para producdo enzimatica. Mesmo relevantes na industria de alimentos, algumas espécies
desse fungo contribuem com a deterioracdo dos alimentos e vegetais em regides com o clima
mais quente, além de que existem espécies patogénicas para 0 homem. Contudo, é importante
salientar que esse género é extremamente importante na obtencdo de enzimas, na biossintese
quimica e na transformacao de compostos organicos (ROSA, CAMPOS, BARONI, 2002).

Morfologicamente, como representado na Figura 2, as espécies apresentam estruturas
como a “cabeca aspergillar”, formada por uma vesicula total ou parcialmente coberta por uma
série de células alongadas (fialides) que geram os conidios. A estrutura inteira, incluindo a
cabeca aspergillar, a haste e a célula pé, é chamada de conidiéforo (WAINWRIGHT, 1995).
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Figura 2 — Morfologia representativa de espécies do género Aspergillus

Fonte: Rosa et al., (2002)

Processos fermentativos industriais para a producdo de enzimas e metabdlitos de
interesse comercial como acido citrico, a-amilases, glicoamilases, glicanases, lipases,
hemicelulases e xilanases, envolvendo culturas de Aspergillus, demonstram que esse género
ainda consegue secretar altas quantidades de proteinas no meio de cultura. Nesse contexto, a
biotecnologia tem usado esses micro-organismos para a expressdo de proteinas de interesse
comercial (LOPES, 2010).

O uso de Aspergillus niger apresenta algumas vantagens como facilidade de
manipulacéo. Sua habilidade de se desenvolver em uma grande variedade de matérias-primas
de baixo custo e produzir alta concentragdo de bioprodutos (SPIER, 2005). Ademais, sdo
bastante utilizados na industria de alimentos para a producdo de pectinases, pois apresentam
caracteristicas toxicologicas aprovadas para serem utilizadas no ramo alimenticio
(MALVESSI; SILVEIRA, 2004).

2.4 — Enzimas microbianas

Enzimas sdo proteinas que atuam essencialmente no metabolismo como catalisadoras
de reagdes bioquimicas. Elas detém um papel importante principalmente na degradacdo da
matéria organica originando novos produtos, deterioracdo de alimentos e infeccdo do
hospedeiro (LEHNINGER et al., 1995).
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As enzimas séo divididas em seis grandes classes, baseadas no tipo de reacdo que elas
catalisam. Essas seis classes particulares de enzimas industriais sdo: oxidorredutases,
transferases, hidrolases, liases, isomerases e ligases (SANT’ANNA JUNIOR, 2001).

Como foi descrito desde a antiguidade pelo filésofo Plinio, o qual evidenciou a
utilizacdo do extrato do estdmago do bezerro para a coagulacdo do sangue, as enzimas até hoje
tém um grande leque de aplica¢bes. Diante disso, com o conhecimento em relacdo a sua
funcdo,elas sdo de extrema importancia desde a industria alimenticia, com a producgédo de
gueijos e vinhos, até a industria téxtil, de celulose e papel (VAILANT; CUNHA, 1999). Com
esse cenario, que vem estimulando cada vez mais os estudos relacionados as enzimas € a
possibilidade da utilizacdo daquelas de origem microbiana, pois possuem diversas vantagens
quando comparadas a enzimas equivalentes as de origem animal e vegetal, como a facilidade

da producéo em larga escala e o menor custo de producéo (OLIVEIRA et al., 2006).

Os processos industriais na producdo de enzimas microbianas a partir dos residuos
agroindustriais apresentam alto interesse, que vdo além das vantagens relacionadas ao baixo
custo, producéo independente e mais acessivel, pequena disponibilidade de agua e espaco, entre
varias outras. Funcionam com uma diversidade de substratos que minimizam os impactos

ambientais promovidos por esses residuos por causa da industrializag&o.

2.4.1 — Celulases

Enzimas que s&o capazes de catalisar a hidrolise da celulose, convertendo esse material
celuldsico insolavel em glicose, sdo denominadas celulases. Essas enzimas sdo produzidas
muitos micro-organismos, entre eles os fungos. A divisdo desse grupo corresponde ao

mecanismo de acdo que elas realizam.

Endoglucanases ou glucano-hidrolases sdo enzimas que rompem internamente e de
forma aleatéria a cadeia de celulose, e assim geram novas extremidades, com dimensdes
variadas, liberando glicose, celobiose e celodextrinas. S&o ativas contra as formas sollveis de
celulose como carboximetilcelulase (CMC) (PEIXOTO, 2006; SHARMA et al., 2016).

As exoglucanases sdo enzimas que agem nas extremidades redutoras e ndo redutoras da
cadeia celulolitica. Em alguns casos foi visto que essas enzimas rompem o substrato,

aumentando as regides intersticiais causando uma desestratificacdo das fibras, ou seja, essas
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regides acabam tornando-se vulneraveis a acéo da celulose, o que consequentemente aumenta
a taxa de hidrolise (LYND et al., 2002).

Enzimas como as B-glucosidases ou celobiases, conseguem hidrolisar a celobiose que
foi gerada pelas celobiohidrolases e endoglucanases em glicose. De certa forma, essas enzimas
ndo sdo consideradas celulases auténticas pelo fato de ndo atuarem diretamente na cadeia
celulésica, mas sim no substrato soltvel. N&o obstante, para que haja eficiéncia da hidrélise da
celulose elas s&o muito importantes, pois atuam removendo a celobiose que foi formada na
mistura (MEDVE, 1997; MIETTINEN-OINONEN, 2007).

A Figura 3 representa um esquema de degradacdo da celulose pela agéo das principais

enzimas celuloliticas.

Figura 3 — Esquema de degradacéo da celulose
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Fonte: OLIVEIRA (2010)

O fungo A. niger consegue produzir celulases, bem como uma grande variedade de
micro-organismos na natureza. No entanto, sé alguns conseguem degradar a celulose natural.
A celulase de origem flngica € produzida quando o micro-organismo € inoculado em meios de
cultura que contenham celulose, sefarose (polissacarideo bastante utilizado na producéo de
resinas para a purificacdo de proteinas), lactose ou celobiose como fonte de carbono. A maior
produtividade ¢é obtida quando se utiliza celulose na forma pura (cristalina) ou complexada
(PEIXOTO, 2006).
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Celulases tém wuma grande importancia em aplicacbes industriais, como no
processamento de alimentos e sucos; na industria de papel de celulose, na biorremediacao de
poluentes industriais, industria de lavanderia e detergentes para limpeza de tecidos, e na
industria farmacéutica quando agem na extracdo de compostos produzidos pelas plantas
(SHARMA et al., 2016).

2.4.2 — Proteases

As proteases sdo enzimas catalisadoras das reacdes de hidrélise das ligacGes peptidicas
gue formam as proteinas, como representado na Figura 4. Alguns estudos mostram as proteases
como condutoras de modificacdes especificas e seletivas nas proteinas (RAO et al., 1998).
Quanto maiores as forgas que mantém essa estrutura tridimensional, mais dificil sera a acdo das
proteases. Assim, a clivagem de peptideos proteoliticos torna-se importante e vem despertando
0 interesse de pesquisadores em relacéo aos processos de digestdo de proteinas nos animais e
nos homens (CAMPBELL, 2000).

Figura 4 — Representacdo esquematica da hidrdlise de uma ligacdo peptidica catalisada
por protease

Ligacdo Pepridica
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Fonte: ROCHA (2010)

A importéncia das proteases vai dos processos extracelulares aos intracelulares. Fora
das células, essas enzimas agem na quebra de proteinas em moléculas menores que
posteriormente serdo absorvidas. Dentro das células, as proteases atuam no metabolismo, na
sua regulacédo (RAO et al., 1998), relacionada também a morte celular programada (POZA et
al., 2001). Essa classe de enzimas esta presente em todos 0s organismos vivos, o que significa
gue organismos vegetais, animais e microbianos podem produzi-las. Contudo, as proteases
produzidas por micro-organismos sdo mais interessantes quando relacionadas a proteases de

origem vegetal ou animal, por exemplo. As microbianas apresentam caracteristicas favoraveis
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como o rapido crescimento (RAO et al., 1998). Também a grande variedade de atividades
cataliticas que realizam, e em geral sdo mais estaveis que as proteases vegetais e animais
(WISEMAN, 1991 apud GIONGO, 2006).

Sdo classificadas em seis familias de acordo com a massa molecular, propriedades
elétricas e especificidade ao substrato, sao elas: serina protease | (ex. tripsina e elastase), serina
protease Il (ex. subtilisina), cisteina protease (ex. papaina), aspartil protease (ex. pepsina,
guimosina), metalo protease | (ex. carboxipeptidase bovina) e metalo protease Il (ex.
termolisina). Podem ser produzidas por plantas, animais e micro-organismos. Constituem uma
classe muito importante na industria e correspondem a 60% da producdo enzimatica global
(GIONGO, 2006).

Diversas finalidades estao sendo relacionadas as proteases nos Ultimos anos, na industria
de alimentos e na fabricacdo de detergentes (JOO et al., 2003), bem como na recuperacao e
aproveitamento de residuos e subprodutos (RAO et al., 1998). Sdo amplamente empregadas em
processos biotecnoldgicos de digestdo de penas ndo aproveitadas em aviarios, para reducédo de
residuos de pena provenientes de aviarios, sendo convertidas em alimentos industriais,
fertilizantes, colas, filmes ou na produgdo de aminoacidos raros como a serina, cisteina e a
prolina (GIONGO, 2006); em farmacos; no processamento de alimentos; producao de extratos
de leveduras, em bebidas, como na producdo de cervejas resistentes ao congelamento;
panificacdo; no amaciamento de carne; na producdo de queijo, promovendo a coagulacédo do
leite, fabricacdo de detergentes, entre outras aplicagdes (WISEMAN, 1991 apud GIONGO,
2006).
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 — Preparo do residuo da casca do coco verde

O coco verde in natura foi selecionado, aberto, obtendo-se apenas 0 mesocarpo do coco,
estrutura da fruta que fica entre o epicarpo e o endocarpo, e dilacerados com a utilizagdo de um
facdo. Lavado e a secagem feita em estufa, durante 48h, a 70°C. A moagem foi feita em moinho
de facas (TECNAL) até se obter o pé que é demonstrado na Figura 5. O substrato preparado foi

armazenado em sacos pléasticos com fechamento hermético.

Figura 5 — P0 da casca do coco

Fonte: Autor (2017).

3.2 — Caracterizacdo do residuo da casca do coco verde

A caracterizacdo fisico-quimica dos residuos foi realizada quanto ao teor de sélidos

soltveis (°brix), densidade aparente, pH, umidade, cinzas e agucares redutores totais.

3.2.1 — Teor de solidos soluveis (°brix)

Para determinacdo do teor de acucares presente no mesocarpo do coco foram
adicionados 9mL de agua destilada a 1g do substrato em frasco erlenmeyer de 125mL. A
suspensdo permaneceu em mesa agitadora por uma hora sob agitacdo de 200rpm. Seguida de
filtracdo com bomba a vacuo, em funil de Buchner, usando papel de filtro qualitativo (14um)

para separar o residuo do sobrenadante. A leitura foi realizada em refratdmetro, o resultado
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multiplicado por dez, devido a diluicdo. Esse procedimento foi adaptado da metodologia
descrita pelo Instituto Adolfo Lutz (1985).

3.2.2 — Densidade aparente

Para determinacdo da densidade aparente pesou-se 100g do substrato, em balanca. O
substrato foi colocado em proveta, sem compacta-lo, para verificar o volume ocupado e espacos

vazios (CORREIA, 2004). A densidade aparente é expressa conforme a Equacéo (1):

. _ massa (g)
Densidade aparente = vohume ocupado (D) Eq. (1)

3.2.3—pH

Preparou-se uma suspensdo com 10mL de &gua e 1g do substrato. Apos
homogeneizacao a suspensao foi deixada em repouso por um periodo de 30 minutos, depois o
pH foi mensuradocom potencidometro digital previamente calibrado com solucdes padrdes
(0L, 2005).

3.2.4 — Umidade

A umidade é representada pelo teor de agua presente na amostra. Para analise da
umidade, pesou-se aproximadamente 2,0g da amostra em placa de petri previamente seca e
tarada e determinada conforme Equacdo (2). Em seguida, o conjunto amostra-recipiente foi

colocado em estufa a 85°C durante 24 horas.

Umidade = (peso inicial—peso final da amostra) % 100 Eq. (2)

peso inicial da amostra
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3.2.5 — Teor de agucares redutores totais (ART)

Para determinacgdo dos acgucares redutores utilizou-se 0 método DNS (&cido 3,5-dinitro
salicilico) descrito por Santos (2007) e que estd de acordo com o protocolo da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa), Agroindustria Tropical. Essa metodologia foi,
originalmente, proposta por Miller (1959) e baseia-se na reducdo do acido 3-amino-
S5nitrosalicilico, em que ha a oxidacdo do grupo aldeido do aglcar a grupo acido carboxilico. O
reagente DNS possui uma cor amarelada, apds o aquecimento, torna-se avermelhado de acordo
com a concentracdo de agucares redutores presente na solucdo, o que permite sua leitura em

espectrofotémetro a 540nm.

Foram pesados 1g do bagago em frasco erlenmeyer de 125mL, adicionado 9mL de &gua
destilada e 5mL de HCI 1N. A mistura permaneceu em mesa agitadora (SOLAB — SL 223) a
200rpm durante uma hora. Posteriormente, foi adicionado 2mL de NaOH 1N. A mistura foi
filtrada com auxilio da bomba a vacuo (TECNAL — TE 0581), em funil Buchner, usando papel
de filtro qualitativo (14um) para separar 0 baga¢o da solucao contendo os agucares. Tomou-se
0,5mL da solucdo e adicionou 2,5mL do reagente DNS (em triplicata). Os tubos foram
aquecidos a 100°C por cinco minutos e resfriados em banho de gelo por mais cinco minutos. A
cada tubo foram adicionados 3mL de &gua destilada, homogeneizados e feita a leitura em
espectrofotdbmetro (SPECTRO VISION) a 540nm. A curva padréo foi usada para transformar
a leitura de absorbancia em miligramas de acucares redutores por mililitro de solucédo e,
consequentemente, supor a concentra¢do de agucares redutores por grama de amostra inicial

(mg ART/ g amostra).

3.3 — Processo fermentativo

3.3.1 — Planejamento experimental
Para o estudo da producao de celulases, foi realizado um planejamento fatorial do tipo
22 com trés repetigdes no ponto central, totalizando 7 ensaios, sendo estes realizados de forma

aleatéria.

No planejamento experimental, as variaveis independentes foram umidade inicial (Ui)

do material a ser fermentado e a concentracdo de fonte de nitrogénio (sulfato de aménia), por
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ser este um nutriente importante no desenvolvimento microbiano. Os valores adotados para as
variaveis foram baseados nos valores estudados por Tavares (2009) na producdo de celulases

com bagaco de coco lavado, com Aspergillus sp.

O planejamento experimental seguiu o0s niveis estipulados na Tabela 3 e a matriz do
planejamento estd apresentada na Tabela 4 que apresenta as varidveis utilizadas no
planejamento, bem como suas codificacdes e 0s niveis. A analise do planejamento experimental

foi realizada utilizando-se o software Statistica 7.0.

Tabela 3 — Niveis utilizados no planejamento experimental

Variavel -1 0 +1
N 0 0,5 1
U 60% 70% 80%

Tabela 4 — Planejamento experimental 22 com triplicata no ponto central

Ensaio N (nitrogénio) U (umidade) Resultado
1 -1 -1 N (0) — 60%
2 +1 -1 N (1) — 60%
3 -1 +1 N (0) — 80%
4 +1 +1 N (1) - 80%
5 0 0 N (0,5) — 70%
6 0 0 N (0,5) — 70%
7 0 0 N (0,5) — 70%

3.3.2 — Micro-organismo e inéculo
3.3.2.1 — Micro-organismo

O fungo Aspergillus sp. utilizado nesse experimento foi isolado de pecas anatdmicas
conservadas em formol 10% do complexo de Laboratorios de Anatomia do Departamento de
Morfologia do Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).



30

3.3.2.2 — In6culo

O preparo do indculo para as fermentacdes foi realizado adicionando-se 40 mL de uma
solucdo de Tween 80 a 0,3% (v/v) nos tubos e placas com conidios. Apos agitacao, os conidios
foram transferidos para erlenmeyer estéril com auxilio de gaze e algodao estéril para a contagem
e posteriormente ser incubado. A quantificacdo da suspensdo de conidios obtida foi feita
através de contagem dos conidios em Camara de Neubauer espelhada e o volume de suspensédo
de conidios a ser adicionado ao meio de fermentacdo foi ajustado de modo a ter-se um inoculo
de 107 conidios por grama de substrato sdlido fixada nos 7 experimentos listados na matriz do

planejamento.

A concentracdo de conidios do inoculo foi calculada seguinte a Equacéo (3) e o volume de

suspensao a ser inoculada foi calculado através da Equacéo (4):

Cconidios (conidios/mL) = £ x 25x10* xFp Eq. 3

Concentracgio de in6culo xm(g)

VSuspenséo(m L) = conidios Eq. 4

Concentracio de esporos (T)

(conidios)
g

Em que:

Cconidios — Concentragdo de esporos na suspensao;

FE — Média de conidios contados na Camara de Neubauer;

Fp — Fator de diluicdo para contagem na Camara de Neubauer;
A concentracéo de indculo desejada para a fermentacéo é 107;

m — Massa de substrato utilizada.

3.3.3 — Experimentos de fermentacao

As fermentacGes foram realizadas em erlenmeyers de 250 mL contendo 10 g do

substrato previamente umidificado.
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A umidade inicial do meio foi ajustada para 60, 70 e 80% (base Umida) pela adi¢do de
um volume definido de &gua destilada, que foi determinado através de um balango de massa,

seguindo a Equacéo (5):

_ _ mi(U2-U1)
Vaa = Mpa = —(1—U2) Eq.5

3.4 — Extracéo das enzimas

3.4.1 — Obtengdo do extrato enzimético

A cada 1g de amostra retirada do cultivo foi adicionado 30mL do tampéo citrato 0,05M,
pH 4,8. O meio fermentado em suspenséo foi colocado em mesa agitadora (SOLAB — SL 223)
a 200rpm por 30 min. Em seguida, procedeu-se a filtragdo com auxilio da bomba a vécuo
(TECNAL — TE 0581), em funil Buchner, usando papel de filtro qualitativo (14um) para
separar o residuo da fermentacdo do sobrenadante contendo o extrato enzimatico. A amostra

foi armazenada a 4°C para analises posteriores.

3.4.2 — Residuo da fermentacéo

O residuo da fermentacdo retido em papel filtro de massa conhecida foi pesado. Levado
a estufa (OLIDEF - CZ) por 24 horas a 85°C para eliminar a umidade. Ao fim das 24 horas, 0
conjunto papel filtro — residuo seguiu para o dessecador, até atingir a temperatura ambiente.
Em seguida, o conjunto foi pesado novamente. A biomassa foi determinada pela diferenca de
peso entre o conjunto papel filtro — residuo e a massa do papel filtro.

3.4.3 — Analises do extrato enzimatico bruto

O extrato enzimatico bruto foi analisado quanto ao pH, proteinas totais, atividade
celulolitica e proteolitica.
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3.4.3.1-pH

O pH do extrato enzimatico bruto foi determinado com o auxilio de um potenciémetro

digital (AKSO - AK 90) previamente calibrado com solugdes padrdes.

3.4.3.2 — Proteinas totais

O branco foi preparado em um microtubo com 800uL de agua Milli-Q e 200uL do

reagente de Bradford.

Para a andlise do cultivo, adicionou-se em um microtubo 10pL da amostra, 790uL de
agua Milli-Q e 200uL do reagente de Bradford. As reacdes foram incubadas a temperatura
ambiente durante 15 minutos e a absorbancia foi quantificada no comprimento de onda igual a
595nm.

Empregou-se a albumina sérica bovina como padrdo (BRADFORD, 1976). Cada
amostra do filtrado foi analisada em triplicata.

3.4.3.3 — Determinacao da atividade da exoglucanase (FPase)

Para determinacdo da atividade da exoglucanase (FPase), foi utilizada a metodologia
recomendada por Ghose (1987 apud OLIVEIRA JUNIOR, 2014), empregando-se como
substrato o papel de filtro Whatman n°1 cortado em tiras de 1 x 6cm. Cada tubo de ensaio
recebeu uma tira de papel. Em seguida, adicionou-se 0,25mL de tampdo citrato 0,05M, pH 4,8,
e 0,25mL do extrato enzimatico. A reacdo enzimatica ocorreu a 50°C durante 60 minutos em
banho termostatizado (SOLAB — SL 150). Por fim, transferiu-se 0,5mL da mistura reacional
para tubos de ensaio e 0,5mL do reagente DNS. Os tubos seguiram para o banho termostatizado
a 100°C por 5 minutos. O resfriamento ocorreu em banho de gelo durante 5 minutos. As

amostras foram acrescidas de 4mL de agua destilada e homogeneizadas.

Ao branco da reacdo foi adicionado 0,25mL de tampdo citrato 0,05M, pH 4,8, e 0,25mL
do extrato enzimatico. Posteriormente, adicionou-se 0,5mL do reagente DNS, o substrato o
papel de filtro Whatman n°1 cortado em tiras de 1 x 6cm em cada tubo que seguiram para 0
banho termostatizado a 100°C por 5 minutos. O resfriamento ocorreu em banho de gelo durante

5 minutos. As amostras foram acrescidas de 4mL de agua destilada e homogeneizadas.
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A leitura foi realizada no comprimento de onda igual a 540nm e o branco do espectro
foi preparado com 0,5mL de tampdo citrato 0,05M, pH 4,8, e 0,5mL do reagente DNS, que
seguiu para o banho termostatizado a 100°C por 5 minutos. O resfriamento ocorreu em banho
de gelo durante 5 minutos. As amostras foram acrescidas de 4mL de &gua destilada e
homogeneizadas. Uma unidade da atividade da celulase € definida pela quantidade de enzima
que libera 1pumol de glicose por minuto (equivalente a 0,18mg de glicose por minuto) (ALVA
etal., 2007).

3.4.3.4 — Determinacdo da atividade da endoglucanase (CMCase)

Para determinacéo da atividade da endoglucanase (CMCase), fez-se uso do protocolo
de Ghose (1987 apudOLIVEIRA JUNIOR, 2014). Em que foi utilizada como substrato uma
solucéo de carboximetilcelulose sédica a 2% em tampéo citrato 0,05M, pH 4,8. Em tubos de
ensaio, foram adicionados 0,25mL do substrato e 0,25mL do extrato enzimatico. A reacao de
hidrolise foi incubada a 50°C durante 30 minutos. A glicose liberada foi estimada pela reacéo
com 0,5mL de &cido dinitrosalicilico, os tubos foram levados ao banho termostatizado a 100°C
por 5 minutos. O resfriamento ocorreu em banho de gelo durante 5 minutos. As amostras foram

acrescidas de 4mL de &gua destilada e homogeneizadas.

Aos brancos da reacdo foram adicionados 0,25mL do extrato enzimatico, 0,5mL do
reagente DNS, 0,25mL do substrato, a solugdo de carboximetilcelulose sodica a 2% em cada
tubo que seguiram para o banho termostatizado a 100°C por 5 minutos. O resfriamento ocorreu
em banho de gelo durante 5 minutos. As amostras foram acrescidas de 4mL de agua destilada

e homogeneizadas.

O branco do espectro foi preparado com 0,5mL de tampdo citrato 0,05M, pH 4,8, e
0,5mL do reagente DNS, que seguiu para o banho termostatizado a 100°C por 5 minutos. O
resfriamento ocorreu em banho de gelo durante 5 minutos. As amostras foram acrescidas de
4mL de agua destilada e homogeneizadas. Uma unidade da atividade da endoglucanase

equivale a 1umol de glicose liberada por minuto (ALVA et al., 2007).

3.4.3.5 — Atividade proteolitica

A atividade das proteases foi analisada utilizando como substrato a azocaseina. Dessa
forma, misturou-se 100uL do extrato do sobrenadante a 100uL do tampao tris 0,1M, pH 9. Em
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seguida, foi adicionado 100uL do substrato (azocaseina 10mg/mL). A mistura reacional foi
incubada a 37°C por 30 minutos. A reacdo foi interrompida adicionando-se 500uL de acido
tricloroacético (TCA) 10%. Apos a centrifugacdo a 10.000g por 5 minutos em centrifuga
(MINISPIN - EPPENDOREF), foi adicionado 200uL de NaOH 1,8N ao sobrenadante. A leitura
da amostra foi realizada no comprimento de onda igual a 420nm. Uma unidade enzimética é
definida como a quantidade de enzima necessaria para aumentar a absorbanciaem 0,01 a 420nm
nas condicdes de tempo e temperatura de incubacéo do teste. O branco foi feito adicionando-se
agua destilada no lugar do sobrenadante (GIONGO, 2006).
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4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 — Caracterizacdo do residuo da casca do coco verde

Os resultados da caracterizacdo do residuo do coco, utilizado como substrato no
processo de producdo de enzimas celuloliticas e proteoliticas, na fermentagdo em estado sélido,

estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Caracterizacdo do residuo de coco verde

Parametros Analisados Unidade Resultados
Sdlidos soluveis °brix 1,6
Densidade aparente g/mL 0,306

pH - 4,8
Umidade % 9
Acucares redutores totais g/L 17,622

Fonte: AUTOR (2017)

De acordo com a concentracdo de solidos soluveis (1,6 °brix) do residuo do coco
verdeficou um pouco distante da concentracdo encontrada na polpa (6,60 °brix) descrita por
Kanzawa e Ditchfield (2010), tendo em vista que o0 coco utilizado no presente trabalho passou
pelo processo de lavagem e reducgdo da concentracdo de agucares do residuo. A baixa umidade
encontrada deve-se ao processo de secagem durante 48 horas a 70°C, que as lascas dilaceradas

da casca do coco foram submetidas.

Caracteristicamente, esse substrato apresentou um teor de agucares redutores igual a
17,622mg de ART/g de amostra, e um pH (4,8) menor, contudo bastante aproximado do pH da
polpa (6,5) apresentado por Kanzawa e Ditchfield (2010). A densidade aparente (0,306 g/mL)
mostra uma tendéncia cabivel a ndo se compactarem, melhorando a aera¢cdo do meio de cultivo,
devido a porosidade e o0s espacos vazios da matéria, permitindo um melhor desenvolvimento

do micro-organismo.

4.2 — Processo fermentativo
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4.2.1 — Planejamento experimental

As amostras coletadas de cada frasco, contendo condicdes diferentes, apds as 96 horas
de fermentacdo, posterior ao instante de inoculacdo (item 3.3.2.2), foram analisadas para
atividade enzimaética (atividade da CMCase, atividade da FPase e atividade proteolitica). Cada
tubo contendo o extrato enzimatico de cada condicdo apresentou visivelmente cor e turbidez

distintas.

4.2.1.1 - Atividade da endoglucanase (CMCase)

A Tabela 6 apresenta os resultados experimentais da atividade da endoglucanase
(CMCase) variando-se os seguintes fatores: percentual inicial de umidade (U) e adigdo de uma

fonte de nitrogénio (N). As atividades apresentadas foram obtidas as 96 horas de fermentacéo.

Tabela 6 — Resultado experimental em termos de atividade endoglucanasica para o residuo do
coco verde lavado.

Ensaios A.E. CMCase (U/g)
1 0,323
2 0,522
3 2,454
4 1,629
5 0,775
6 0,827
7 0,724

O diagrama de Pareto Figura 6 mostra que para atividade de CMCase todas as variaveis
sdo estatisticamente significativas com 95% de confianca. Dessa maneira, a fonte de nitrogénio,
a umidade e a interacdo desses dois fatores influenciaram positivamente na producdo da

CMCase. A Tabela 7 apresenta a analise da variancia completa.
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Figura 6 — Diagrama de Pareto para atividade da endoglucanase com 96 horas de

_

(2)Umidade (%)

1by2

(1HMH4)2504 (%)

fermentacao

31,406

.

-6,07393

p=05

Tabela 7- Analise de variancia para o0 modelo descrevendo a atividade de CMCase como
funcdo da umidade (U) e adicdo de fonte de nitrogénio (N)

Fonte de variagio Ss2 DFP MS® F
Regresséo 2,9818 3 0,9939 Teste F=1,535
Residuo 0,3627 3 0,1201 Fealc=8,277
Falta de ajuste 0,3573 1 Ftan (5%) = 5,391
Erro puro 0,0053 2
Total 3,3445 6
R2 (%) 89.15

A partir dos resultados obtidos, com auxilio do planejamento fatorial, foi possivel

ajustar os dados para um modelo que relacione a atividade enzimatica com os parametros

estudados. O modelo obtido para a atividade da endoglucanase (CMCase) é apresentado pela

Equacdo 6:
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CMCase = 1,0363-0,1566.N+0,8096.U-0,2559N.U Eq. (6)
Em que:
CMCase — atividade celulolitica
N — concentracdo da fonte de nitrogénio
U — umidade

Esse modelo explica 78,31% das variagdes, com R? = 89,15. Como o teste F deu acima
de 1, o modelo é estatisticamente significativo, representando os efeitos dos parametros
estudados na atividade de CMCase. Porém, ndo pode ser utilizado para fins preditivos. Para
iss0, 0 teste F deveria ser superior a quatro (BARROS NETO et al., 1996).

O coeficiente de determinagio ou explicacdo R? quantifica a qualidade do ajuste, pois
fornece uma medida da proporc¢édo da variacao explicada pela equacéo de regressdo em relacédo
a variacdo total das respostas. Varia de 0 a 100% (RODRIGUES; IEMMA, 2005).

O teste F apresenta a razdo entre o F calculado e o F tabelado. Sempre que esta relacdo
for maior que 1 a regresséo € estatisticamente significativa havendo relacdo entre as variaveis
independentes e dependentes. Para que uma regressdo seja ndo apenas estatisticamente
significativa, mas também (til para fins preditivos. O valor da razdo deve ser no minimo maior
que quatro (BARROS NETO et al., 1996).

Como observado na Figura 6, a umidade e a fonte de nitrogénio sdo efeitos de grande
importancia para o processo, 0 que significa dizer que sdo nos maiores niveis de umidade e
fonte de nitrogénio que se encontra o maior valor de CMCase. A superficie de resposta é a
descricdo grafica do modelo, o que facilita a interpretacdo dos resultados (Figura 7). A

influéncia dos fatores também pode ser discutida pela Figura 8.



Figura 7 — Superficie de resposta da influéncia da umidade (U) e da fonte de

nitrogénio (N) na atividade da endoglucanase para 96 horas de fermentagéo
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Este resultado comparado com o de Oliveira Janior (2014) que estudou a influéncia da
umidade inicial da producdo de CMCase usando residuo do coco. Encontrou uma umidade
inicial de 66%, sendo o melhor resultado da producdo da enzima CMCase, e atividades
enzimaticas de 0,282 e 0,279 Ul/mL. Com os resultados obtidos no presente trabalho, observa-
se que a concentracdo inicial de umidade e a fonte de nitrogénio sdo variaveis, e grande
importancia para 0 processo, ou seja, 0s maiores valores de atividade enzimatica (2,454 U/Q)
estdo associados a valores de umidade superiores a 60%, como no ensaio 3 e umidade inicial

igual a 80%.

4.2.1.2 — Atividade da exoglucanase (FPase)

A influéncia das variaveis do processo e a forma de interacao entre estas variaveis foram
analisadas também para a atividade da FPase por planejamento experimental, com o objetivo

de se otimizar essa atividade.

A Tabela 8 apresenta os resultados experimentais da atividade da exoglucanase (FPase)
analisando-se os fatores: percentual inicial de umidade (U) e adi¢do de uma fonte de nitrogénio

(N). Os resultados estéo apresentados para o tempo de 96h de fermentagéo.

Tabela 8 — Resultado experimental em termos de atividade exoglucanésica para o residuo do
coco verde lavado

Ensaios A.E. FPase (U/g)
1 0,485
2 0,344
3 0,522
4 0,574
5
6
7

0,270
0,319
0,368

Com os resultados obtidos durante as 96h de fermentacdo, a partir do planejamento
fatorial, o diagrama de Pareto (Figura 9) mostra que nenhuma das varidveis é estatisticamente
significativa, nem com 90% de confianga. Assim, ndo temos como propor um modelo de

regressao.
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Figura 9 — Diagrama de Pareto para atividade da exoglucanase com 96 horas de
fermentacao

(2)Umidade (%) 2.?‘15:3?4‘1

1by2 / 1.968744 :

(1) (NH4)2504 (%) - 006247 -

No entanto, a curvatura foi checada, sendo dessa forma estatisticamente significativa, o
que apresenta a necessidade de um planejamento DCCR (estrela) para a obtencdo de um modelo
de regresséao de segunda ordem, que poderia explicar as varia¢Ges produzidas pelos pardmetros
estudados.

Nesse contexto, a influéncia da umidade (U) e da fonte de nitrogénio séo explicadas
pelo diagrama apresentado abaixo (Figura 10):

Figura 10 — Influéncia prevista da umidade (U) e da fonte de nitrogénio (N) na
atividade da exoglucanase para 96 horas de fermentacéo
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Com os resultados obtidos por meio do diagrama apresentado na Figura 9, observa-se
qualitativamente que a concentracdo inicial de umidade e a fonte de nitrogénio demonstram
importancia para 0 processo, com maiores valores de atividade enzimatica, quando estdo
associados a valores de umidade e fonte de nitrogénio mais altos, como no ensaio 4 (0,574 U/qg),
apresentando umidade inicial igual a 80% e adi¢éo de 1% do Sulfato de Amodnia — (NH4)2SO4

como fonte de nitrogénio.

4.2.1.3 — Atividade proteolitica

Com o objetivo de otimizar a atividade proteolitica, a influéncia das variaveis do
processo e a forma de interacdo entre estas variaveis foram analisadas por planejamento

experimental.

O diagrama de Pareto (Figura 11) mostra que para atividade proteolitica é variavel,
estatisticamente significativa com 90% de confianca é a umidade. Significa que sdo nos
menores valores de umidade que se encontram os maiores valores de atividade proteolitica. A
adicdo de nitrogénio tem efeito inibidor, mas néo é estatisticamente significativa, assim como
a interacdo com a umidade.

Figura 11 — Diagrama de Pareto para atividade proteolitica com 96 horas de
fermentacao
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O modelo de regressao mostrou baixa correlacdo e ajuste. Contudo, quando checada a
curvatura apresentou-se estatisticamente significativa, o que demonstra a necessidade de um
planejamento DCCR (estrela) para a obtencdo de um modelo de regressdo de segunda ordem,

que poderia explicar as variagdes produzidas pelos parametros estudados.

E possivel compreender a influéncia da umidade (U) e da fonte de nitrogénio a partir do

diagrama representado abaixo (Figura 12):

Figura 12 — Influéncia prevista da umidade (U) e da fonte de nitrogénio (N) na
atividade proteolitica para 96 horas de fermentacéo
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A partir dos resultados obtidos pela analise do diagrama apresentado na Figura 12, é
previsto qualitativamente que a concentracdo inicial de umidade e a fonte de nitrogénio
resultam em maiores valores de atividade enzimatica quando estdo associados a valores de
umidade mais baixos, e fazendo uma correlagdo com o diagrama de Pareto apresentado na
Figura 11, a adi¢do de nitrogénio ndo é estatisticamente significativa, bem como a sua interagdo

com a umidade.
4.2.2 — Processo fermentativo ap6s o planejamento experimental

Depois da realizacdo do planejamento experimental a fim de se encontrar a melhor
condicdo, entre as variaveis analisadas de umidade e fonte de nitrogénio. Para o processo de
fermentacao em estado solido, foi definido que a fermentacéo de 240 horas ocorreria de acordo

com a condicao mais favoravel principalmente para a producédo de celulases e proteases. Como
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a producéo das celulases se apresentou mais relevante a partir do planejamento, com destaque
nas endoglucanases, o ensaio 3 (0 de fonte de nitrogénio e 80% de umidade) mostrou-se mais
interessante para a producdo dessas enzimas. Para a producao de proteases, a melhor condicao
seria a prevista no ensaio 1 (0 de fonte de nitrogénio e 60% de umidade). No entanto, foi
considerado o fato de o fungo ter sido isolado de pecas anatdmicas, esperando-se uma boa

atividade proteolitica mesmo em meio com umidade mais alta.

O processo fermentativo para producdo de enzimas celuloliticas e proteoliticas foi
realizado conforme as metodologias descritas no Iltem 3, de forma que amostras foram coletadas
periodicamente, a partir do instante seguinte a inoculacdo do micro-organismo para a realizacédo

das andlises de pH e atividade enzimatica.

Durante o periodo de 240 horas observou-se um crescimento satisfatorio do fungo
Aspergillus sp. ja a partir das primeiras 72 horas de fermentacdo. Além da coloracédo, que se
apresentou em um tom marrom escuro apos a esterilizacao, que ficou mais clara com o passar
do tempo, a umidade aparentemente diminuiu em consequéncia da dificuldade da dissipacao do
calor gerado no processo fermentativo (Figura 13). O extrato enzimatico também demonstrou
mudancas, sobretudo de cor e turbidez ao longo do tempo do processo.

Figura 13 - Fermentacao em estado sélido de 240h com residuo do coco como
substrato pelo Aspergillus sp.

Fonte: Autor (2017).
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4.2.2.1 - pH

O pH apresentou resultados aproximados durante o processo fermentativo. Essa
proximidade entre o pH dos extratos enzimaticos de cada hora de fermentacdo foi devido as

caracteristicas do tampdo utilizado no arraste das enzimas da matriz sélida (Figura 14).

Figura 14 — Valores de pH no decorrer de 240 horas do cultivo
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Fonte: Autor (2017)

4.2.2.2 — Atividade da exoglucanase (FPase)

Durante as 240 horas de fermentagdo, a exoglucanase (FPase) mostrou atividade em
alguns picos, como em 24h, 72h, 144h e 192h, uma alta producéao e, consequentemente, uma
alta atividade enzimatica de 9,634 U/g, 3,325 U/g 11,595 U/g 15,773 U/g respectivamente.
Durante 72h até 120h se manteve praticamente constante. Essa atividade mostrou-se satisfatoria
e bem caracteristica do metabolismo do micro-organismo, que realizou um processo
compensatério quando logo apos os picos de atividade enzimatica, passa pela fase de consumo

(queda) das moléculas que foram hidrolisadas (Figura 15).
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Figura 15 — Atividade da exoglucanase (FPase) durante 240 horas de fermentagéo
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Fonte: Autor (2017).

Zuiiiga et al., (2009) na producdo de FPase empregando bagago de cana de aglcar e A.
niger com nutrientes (ureia, peptona, extrato de levedura e outros), a temperatura de 32°C,
obteve a atividade de 0,59U/g, apds 72h de processo. O valor obtido neste estudo, em alguns
casos, foi superior aos encontrados na literatura, sobretudo no instante de 72h com uma
atividade exoglucanasica igual a 3,325 U/g. Além disso, neste trabalho ndo foi adicionado

nutrientes e os experimentos foram realizados a temperatura de 30°C.
4.2.2.3 — Atividade da endoglucanase (CMCase)

Quando foi avaliada a atividade da CMCase durante o processo fermentativo de 240
horas, nota-se que ja a partir de 24h o micro-organismo comeca a produzir gradativamente a
endoglucanase (CMCase), ou seja, € observado o aumento da atividade a partir desse instante,
até alcancar o primeiro pico de atividade as 96h (2,370 U/g). Posteriormente, percebe-se um
comportamento agora de consumo do que foi hidrolisado, considerando que apo6s as 96h o
Aspergillus sp. passa a produzir uma menor quantidade de enzima, e consequentemente a
atividade vai diminuindo até atingir 0,477 U/g em 144h, demonstrando desse ponto em diante
poucas variagBes da atividade enziméatica e consumo dos acucares redutores liberados da
hidrélise enzimatica. O pico méximo de atividade da endoglucanase é visto as 216h de
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fermentacgdo, quando atinge 3,888 U/g de atividade, e a partir dai, apresenta um decréscimo
dessa atividade proporcionado pelo consumo dos agucares redutores originados da hidrdlise

enzimatica promovida pelo micro-organismo.

Figura 16 — Atividade da endoglucanase (CMCase) durante 240 horas de fermentagao
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Fonte: Autor (2017)

Dessa forma, é possivel perceber que o Aspergillus sp. se comportou de maneira
satisfatoria e coerente, e a atividade da endoglucanase alcangou picos relevantes durante o
processo. Amorim (2010) mostra em seus resultados que com uma adicao de fonte de nitrogénio
de 0,50%, obteve-se uma maior atividade enzimatica trabalhando com uma menor atividade de
agua (45% de umidade inicial), atingindo 1,792 U/g (0,0896 U/mL). J4 Chandra et al. (2008)
encontrou valores maximos de 3,24 U/g de CMCase utilizando farelo de trigo como substrato.
O presente trabalho, utilizando unicamente a umidade (80%) como fator influente no processo
fermentativo, ou seja, sem a adi¢do de uma fonte de nitrogénio, apresentou valores maximos de
3,888 U/g de CMCase.

4.2.2.4 — Atividade proteolitica

A atividade proteolitica no processo fermentativo de 240 horas teve destaque,
considerando que néo foi realizado em condigdes que favoreciam a sua producdo. De acordo
com planejamento experimental, as condicdes ideais para a producdo de proteases aconteceriam

nos menores valores de umidade (60%) e de fonte de nitrogénio (0).
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Todavia, como previsto antes da escolha da melhor condicéo (Ensaio 3) para a producao
das enzimas celuloliticas e proteoliticas, considerou-se a origem de isolamento do fungo
utilizado. Isolado de pecas de anatémicas, o fungo empregado no trabalho apresentava 6tima
adaptacao na producdo de enzimas proteoliticas, a fim de degradar cadeias protéicas maiores

para seu consumo e metabolismo.

Nesse cendrio, a producdo de proteases e consequentemente a sua atividade, mostrou-
se bastante significativa. Boas atividades ja podem ser identificadas nas primeiras 48h de
fermentacdo, quando atinge o primeiro pico de 8,167 U/g de proteases. E segue o
comportamento coerente e compensatorio, até atingir a atividade maxima as 168h de

fermentagdo, com uma atividade de 10,167 U/g de proteases (Figura 17).

Figura 17 — Atividade proteolitica durante 240 horas de fermentacéo.
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No entanto, para a melhor atividade proteolitica comparada com da literatura é
necessario estabelecer melhores condi¢Bes para a producdo dessas enzimas, muito embora a
producdo tenha se apresentado bastante relevante em relacdo as condicdes oferecidas ao micro-
organismo no processo. Couri et al., (2000) com A. niger e utilizando como substrato farelo de
trigo e pectina citrica obtiveram a atividade de 5,27 U/mL (unidade de enzima por preparo
enzimatico) as 42 horas a 32°C, comprovando que mesmo em condi¢des desfavorecidas, o

fungo empregado no presente trabalho apresenta-se adaptado a producédo de proteases.
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4.2.2.5 — Proteinas totais solUveis

A alteracdo da quantidade de proteinas totais, que representam o pool de proteinas que
foram produzidas durante o processo fermentativo, demonstra que a partir das 144h é visivel
um aumento na producdo enzimatica, das CMCases as 216h, FPases as192h e proteases as 168h.
Com isso, as proteinas totais solUveis se apresentaram com um perfil satisfatério e coerente no

presente estudo (Figura 18).

Foi feita uma comparacgdo com a inter-relacdo entre toda a proteina produzida, celulases
e proteases. Esses resultados podem ser observados e analisados na Figura 19.

Figura 18 — Quantidade das proteinas totais (mg/mL) no decorrer do processo
fermentativo até 240 horas
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Figura 19 —Inter-relacdo da producdo enzimatica em U/g no decorrer do processo

fermentativo até 240 horas
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4.2.2.6 — Atividade enzimatica representativa
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Diante do exposto no trabalho, nota-se que a maior atividade enzimatica e consequente

producdo enzimatica durante o processo foi das exoglucanases (FPase). Em um tempo de 192

horas a atividade de FPase chegou a 15,176 U/g, como pode ser visto na Tabela 9:

Tabela 9 — Maior atividade enzimatica no periodo de 240 horas de fermentacao

Enzimas produzidas na FES| Atividade méx. (U/g)

Tempo (h)

CMCase 3,888
Fpase 15,176
Protease 10,167

216
192
168

As proteases ficaram com a segunda maior atividade, mesmo em condicbes

desfavoraveis para a producao 6tima. No entanto, como o fungo ja era adaptado a alta producao

dessas enzimas, essa atividade tornou-se relevante, 10,167 U/g as 168 horas da fermentacéo, a

frente das CMCases que tiveram a menor producao no tempo de 216 horas (3,888 U/g).
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5 - CONCLUSAO

De acordo com os resultados apresentados, comprova-se potencialidade na habilidade
do fungo Aspergillus sp. no aproveitamento do residuo agroindustrial do coco verde como fonte

de carbono para a produgdo enzimas por fermentacdo em estado solido.

O planejamento experimental fatorial 22 contribuiu de maneira decisiva para a escolha
das melhores condicBes do processo fermentativo, de forma que fosse possivel o melhor
aproveitamento do substrato escolhido (coco), além de poder ser aplicado na otimizacdo de
processos fermentativos relacionados a producdo enzimatica, como foi o caso do presente

estudo.

Com a escolha da condicéo que melhor favoreceria o processo de produgdo enzimatica
por FES, durante as 240 horas de fermentagéo, a exoglucanases (FPase) apresentaram melhor

atividade enzimatica e melhor producéo no tempo de 192 horas.

Jé as endoglucanases (CMCases) apresentaram baixa atividade e producdo enzimética

no tempo de 216 horas, em relacdo as outras enzimas que foram produzidas durante o processo.

A potencialidade na habilidade do fungo foi comprovada principalmente analisando-se
a producdo de proteases, que superaram 0 nivel de atividade e producdo, levando em
consideracao as condi¢des fermentativas as quais o fungo foi submetido. Contudo, é importante
destacar que maiores estudos acerca da producao enzimatica do isolado Aspergillus sp. de pegas
anatdbmicas conservadas em formol do Laboratério de Anatomia do Departamento de
Morfologia do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Paraiba, podem ser

realizados a fim de se priorizar apenas a producao proteolitica.
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