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APRESENTAÇÃO

O ensino é o processo de construção do saber com a apropriação do 
conhecimento historicamente produzido pela humanidade. A Química representa 
uma parte importante de todas as ciências naturais, básicas e aplicadas. O Ensino de 
Química contribui para formação de cidadãos conscientes, ou seja, ensinar Química 
com um intuito primordial de desenvolver a capacidade de participar criticamente 
nas questões da sociedade. A abordagem aplicada em sala de aula deve conter 
informações químicas fundamentais que forneçam uma base para participação nas 
decisões da sociedade, cônscios dos efeitos de suas decisões.

Assim, este e-book possui vários trabalhos selecionados que abordam o 
Ensino de Química, utilizando metodologias e ferramentas facilitadoras do processo 
de ensino-aprendizagem. Além destes trabalhos, são apresentados neste volume 
Pesquisas em Química.

A pesquisa é o processo de materialização do saber a partir da produção de 
novos conhecimentos baseando-se em problemas emergentes da prática social. As 
pesquisas em Química abrangem diversas outras áreas do conhecimento, podendo 
estar relacionadas ao avanço tecnológico, otimização de técnicas e processos, 
melhoria de produtos, entre outros. 

Este e-book traz para você leitor uma oportunidade de aperfeiçoar seus 
conhecimentos em relação ao Ensino de Química e às Pesquisas em Química, 
fortalecendo ações de ensino-aprendizagem para aplicação em sala de aula, 
assim como abrindo novos horizontes sobre sínteses, processos e propriedades de 
produtos para aplicação em benefício da sociedade e meio ambiente.

Bons estudos.

Carmen Lúcia Voigt
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ESTUDO DA PRODUÇÃO DE CELULASES POR 
FERMENTAÇÃO EM ESTADO SÓLIDO UTILIZANDO 

CASCA DE CACAU E BAGAÇO DE CANA 
COMO SUBSTRATO

CAPÍTULO 11
doi

Isabela NascimentoTavares Ferreira 
Universidade Federal de Viçosa, Departamento de 

Química-MG

Viviane Marques de Oliveira
Universidade Federal do Espírito Santo, 
Departamento de Engenharia Rural-ES

Iara Rebouças Pinheiro 
Universidade Federal do Espírito Santo, 
Departamento de Engenharia Rural-ES

RESUMO: A cadeia produtiva da indústria 
cacaueira gera um grande volume de rejeito 
vegetal, de forma que o seu reaproveitamento 
deve ser realizada de maneira sustentável 
e economicamente viável, visando reduzir o 
seu impacto ambiental. A parede celular dos 
resíduos lignocelulósicos é rica em celulose, 
composto que pode ser hidrolisado de maneira 
a transformá-lo em açúcares fermentescíveis 
por meio da hidrólise enzimática utilizando 
celulases. Essas enzimas podem ser produzidas 
por cultivo de fungos filamentosos em estado 
sólido, utilizando resíduos agroindustriais 
como suporte e fonte de nutrientes. O presente 
trabalho objetivou estudar a aplicação da casca 
de cacau como principal substrato para produzir 
celulases utilizando o fungo Trichoderma 
harzianum IOC-3844. As condições de estudo 

da produção de CMCase e extração das 
enzimas foram investigadas aplicando-se um 
planejamento experimental fatorial fracionário 
34-1, de forma a avaliar o efeito das variáveis: 
tempo de extração, proporção sólido: líquido, 
umidade do meio fermentado e porcentagem 
de casca de cacau no meio sólido. A maior 
produção de CMCase (8,49 U.gms-1 ) foi 
observada para a condição de 60% de casca 
de cacau, 70% de umidade, proporção sólido: 
líquido 1:20 e 60 minutos de extração.
PALAVRAS-CHAVE: Resíduos do Cacau, 
Fermentação em Estado Sólido, Celulases, 
Trichoderma, Extração de Enzimas.

STUDY OF FERMENTATION CELLULASE 
PRODUCTION IN SOLID STATE USING 

COCOA PEEL AND SUGAR CANE BAGASSE 
AS SUBSTRATE

ABSTRACT: The production chain of the cacao 
industry generates a large volume of plant 
waste, so that its reuse must be carried out 
in a sustainable and economically viable way, 
aiming to reduce its environmental impact. The 
cell wall of lignocellulosic residues is rich in 
cellulose, a compound that can be hydrolysed 
in order to transform it into fermentable sugars 
by enzymatic hydrolysis using cellulases. 
These enzymes can be produced by cultivation 
of filamentous fungi in solid state, using 
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agroindustrial residues as support and nutrient source. The present work aimed to 
study the application of cocoa bark as the main substrate to produce cellulases using 
the fungus Trichoderma harzianum IOC-3844. The study conditions of the production 
of CMCase and enzyme extraction were investigated by applying a 34-1 fractional 
factorial experimental design, in order to evaluate the effect of the variables: extraction 
time, solid ratio: liquid, humidity of the medium Fermented and percentage of cocoa 
peel in the solid medium. The highest production of CMCase (8.49 U. GMS-1) was 
observed for the condition of 60% cocoa peel, 70% of moisture, solid ratio: 1:20 liquid 
and 60 minutes of extraction.
KEYWORDS: Residues of the Cocoa, Solid State Fermentation, Celullases. 
Trichoderma, Extraction of Enzymes.

1 | 	INTRODUÇÃO 

As crescentes modernizações das plantas industriais junto ao aumento 
populacional trouxeram uma grande geração e acúmulo de resíduos agroindustriais 
que têm se tornado um grande inimigo da preservação ambiental. De forma mais 
específica, não diferente de todos os setores de produção, a indústria cacaueira 
também vem, recentemente, passando por modernizações que almejam aumentos 
de produtividade e qualidade. 

Isso tem feito com que a indústria cacaueira gere uma grande quantidade 
de resíduo vegetal, principalmente proveniente da casca do fruto, que representa 
aproximadamente 80% da sua composição, sendo obtido por meio da sua quebra e 
separação das sementes (CEPLAC, 2017). 

Para produzir 1 tonelada de amêndoas são geradas 6 toneladas de casca do 
cacau fresca com cerca de 90% de umidade (SODRÉ; MARROCOS, 2009). Vale 
ressaltar que a produção de cacau prevista para 2019 é de 250.308 toneladas o 
que faz com que o Brasil seja responsável pela produção de 4% do cacau que 
é produzido no mundo ficando em sétimo lugar no ranking, atrás de países como 
Costa do Marfin e Gana (MDIC, 2018; IBGE, 2019). Com base nessas informações, 
pode-se perceber o quão grande são os resíduos gerados pela indústria cacaueira. 

As celulases são enzimas que liberam açúcares fermentescíveis, sendo a glicose 
a mais importante do ponto de vista industrial, ao degradarem a celulose a partir da 
hidrólise de sua estrutura. Endoglucanases, exoglucanases e beta-glicosidases são 
as enzimas que fazem parte do grupo das celulases (CASTRO; PEREIRA JUNIOR, 
2009; ZANCHETTA, 2013).

Segundo Zanchetta (2013), os oligossacarídeos (açúcares pequenos) são 
liberados por meio da endoglucanases que agem na região interna da fibra da 
celulose. Já as exoglucanases liberam a celobiose, proveniente da união de duas 
moléculas livres de glicose, que são a ligação de duas glicoses livres, ao agirem na 
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extremidade das fi bras de celulose. As beta-glicosidases rompe a ligação química 
que gera a celobiose, proporcionando glicoses (livres). A Figura 1 exemplifi ca a ação 
das referidas enzimas. 

Figura 1: Ação das celulases sobre a molécula de celulose (ZANCHETTA, 2013).

Uma forma de se obter as celulases são por meio da fermentação em estado 
sólido (FES), que tem como características ser de fácil operação, não é necessário 
uma agitação vigorosa, como nos cultivos líquidos, que podem levar a uma grande 
ruptura celular e os procedimentos de purifi cação são mais baratos. (De Jesus et al., 
2018). 

Dessa forma, este trabalho investigou uma alternativa para reduzir o custo de 
produção das enzimas celulolíticas e, consequentemente, o seu valor comercial, a 
partir da utilização de resíduos da agroindústria cacaueira como substrato em um 
processo de FES. Vale salientar que a publicação de dados relacionados ao uso 
de resíduos de cacau para produção de celulases é bastante escasso na literatura 
científi ca e por isso destaca-se a importância da produção de celulases por meio 
do cultivo em estado sólido aplicando fungos da espécie Trichoderma, utilizando os 
resíduos da indústria cacaueira.

2 |  METODOLOGIA 

2.1 Microrganismo 

Os microrganismos utilizados no processo fermentativo são da espécie 
Trichoderma harzianum IOC-3844, obtidos liofi lizados da Coleção de Culturas de 
Fungos Filamentosos da Fundação Oswaldo Cruz (Fiocruz/ CCFF), localizada no 
Rio de Janeiro – RJ. Para realizar o estoque foi empregada a metodologia de Kilikian 
et al.  (2014). Para o inóculo, foi utilizado 0,1 g do estoque suspenso em solução 
salina descrita por Urbánszki et al. (2000).
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2.2	Matéria-Prima

2.2.1 Casca de cacau e bagaço de cana-de-açúcar

As cascas de cacau empregadas nos ensaios experimentais foram fornecidas 
pela Agroindústria Chocolates Espírito Santo, na cidade de Iconha, situada na 
região sul do Espírito Santo. Enquanto que os bagaços de cana empregadas nos 
ensaios experimentais foram fornecidos pelos comerciantes das cidades de Alegre e 
Jerônimo Monteiro, no Espírito Santo.

2.2.2 Pré- tratamento das matérias-primas

A casca de cacau in natura foi submetida a um processo de pré-tratamento 
físico de trituração em uma forrageira, a fim de reduzir sua granulometria. 
Posteriormente, tanto a casca de cacau quanto o bagaço de cana-de-açúcar, que 
estavam acondicionados sob refrigeração a 4 °C e previamente triturados, foram 
levados para secagem em estufa  a 105 ºC por cerca de 8 horas. Depois disso, foram 
novamente triturados em um moinho de facas e peneirados, manualmente, para 
obtenção do diâmetro de partícula inferior a 10 mesh. 

2.3	Teste cinético 

Para verificar a cinética de produção de celulases, realizou-se um cultivo em 
frascos de 500 ml com 10 g de material sólido na proporção 40:60 (CC:BC) e 60% 
de umidade inicial, com 0,1 g de inoculo do estoque de T. harzianum IOC-3844. Os 
frascos foram mantidos em estufa a 30 ºC, sendo retirado um frasco a cada 24 horas 
para que se realizasse a extração de celulases. Para tal empregou-se a proporção 
de sólido-líquido de 1:20 e três tempos de extração diferentes, 20, 40 e 60 minutos. 
Após esses tempos, empregou-se a metodologia proposta por (SALOMÃO et al., 
2019) e o sobrenadante foi utilizado para a realização de ensaios de atividade de 
carboximetilcelulase.

2.4	Planejamento experimental para a extração de enzimas 

Para o estudo da extração das celulases produzidas por fermentação em estado 
sólido do resíduo agroindustrial de casca de cacau, foi realizado um planejamento 
fatorial fracionário do tipo 34-1, totalizando 27 ensaios, sendo estes realizados apenas 
no terceiro dia de fermentação. Pela tabela 1, têm-se as variáveis empregadas no 
planejamento, enquanto na Tabela 2 é mostrado os experimentos de forma codificada.
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VARIÁVEL (-1) (0) (1)
UMIDADE (%) 50 60 70
CASCA DE CACAU (CC) (%) 40 50 60
TEMPO DE EXTRAÇÃO (min) 20 40 60
PROPORÇÃO SÓLIDO-LÍQUIDO (S:L) 1:10 1:15 1:20

Tabela 1 - Variáveis do planejamento experimental da extração.

2.5 Atividade de carboximetilcelulase (CMCase)

Para a obtenção do valor de CMCase baseou-se na metodologia de Ghose 
(1987). Os valores obtidos foram expressos na unidade de atividade por grama 
massa seca (U.gms-1).

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1 Teste cinético

Pela Figura 2 é possível os resultados obtidos pelo teste cinético para o T. 
harzianum IOC-3844.

Figura 2: Atividade enzimática para T. harzianum IOC-3844 nos tempos de 20 (♦), 40 (■) e 60 
(▲) minutos.

De acordo com os resultados, no terceiro dia de cultivo obteve-se o maior valor 
para CMCase (4,95 U gms-1). A partir desse resultado as condições para extração 
das enzimas foram realizadas apenas para o tempo de 72 horas de cultivo.

3.2 Planejamento Experimental Extração de Enzimas 

Para uma melhor interpretação dos dados experimentais observados, foram 
realizadas algumas análises estatísticas em software para avaliar a infl uência dos 
fatores do planejamento e de suas combinações nas atividades enzimáticas.
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A Tabela 2 representa as variáveis empregadas no planejamento fatorial 
fracionário do tipo 34-1 e as respostas obtidas para a atividade enzimática (CMCase). 
Por meio da Tabela 3, tem-se a ANOVA, na qual se obtém que a regressão é 
estatisticamente significativa, uma vez que o valor de p é menor que o nível de 
significância de 5% (0,0041<0,05). Além disso, a falta de ajuste do modelo em 
relação aos dados experimentais se mostrou não significativa, já que o valor de p é 
maior que o nível de significância de 5% (0,27 > 0,05).

Experimento Umidade CC Tempo S:L CMCase

1 0 1 0 1 2,52
2 1 1 -1 1 5,95
3 1 -1 0 -1 3,27
4 -1 -1 0 1 2,37
5 -1 -1 -1 -1 2,43
6 -1 0 -1 1 1,56
7 -1 -1 1 0 2,09
8 0 -1 1 -1 2,32
9 1 1 1 -1 3,00

10 1 -1 -1 0 2,15
11 1 0 -1 -1 2,97
12 1 0 0 1 4,88
13 -1 0 0 0 1,61
14 0 -1 -1 1 3,94
15 -1 1 1 1 4,50
16 1 -1 1 1 2,93
17 1 1 0 0 4,53
18 0 -1 0 0 2,93
19 0 1 -1 -1 1,36
20 -1 0 1 -1 0,92
21 0 1 1 0 2,30
22 -1 1 -1 0 1,88
23 -1 1 0 -1 2,12
24 0 0 1 1 2,15
25 1 0 1 0 4,19
26 0 0 -1 0 1,62
27 0 0 0 -1 1,22

Tabela 5: Atividades enzimáticas CMCase obtidas no planejamento experimental. 
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Fatores GL Soma 
quadrática

Média 
quadrática Fcalculado p

Regressão 4 19,25 4,81 5,22* 0,0041
Resíduo 22 20,29 0,92
Falta de ajuste 19 25,07 1,32 1,37n.s 0,27
Erro Puro 8 14,48 1,81
Total 26 39,54

 Tabela 3: Tabela ANOVA ao nível de 5% de significância para atividade de CMCase.
* Significativo (p<0,05); n.s: Não significativo (p>0,05); GL: graus de liberdade.

Por meio dos valores t e dos valores p apresentados na Tabela 4, pode-
se determinar a significância de cada coeficiente. É sabido, que quanto maior a 
magnitude do valor obtido pelo teste t e menor o valor p, têm-se uma alta significância 
do correspondente coeficiente. Pode-se observar que a variável com maior efeito 
foi o termo quadrado da umidade (X1

2).  Além disso, vê-se que o efeito linear da 
umidade (X1) e da proporção sólido-líquido (X4) são mais significativo que outros 
fatores, o que pode ser percebido pelo diagrama de Pareto (Figura 3) que indica que 
ao aumentar o teor de umidade e a proporção sólido-líquido, aumenta-se o valor de 
CMCase (TANYILDIZI; ÖZER e ELIBOL, 2005). 

Termo do modelo Parâmetro estimado Erro 
padrão Valor de t Valor de p

INTERCEPT 1,84 0,55 3,35 0,0058

X1 0,80 0,22 3,57 0,0038

X1
2 0,70 0,39 1,81 0,0954

X2 0,21 0,22 0,93 0,3728

X2
2 0,58 0,39 1,48 0,1638

X3 0,03 0,22 0,13 0,8956

X3
2 -0,15 0,39 -0,38 0,7118

X4 0,62 0,22 2,78 0,0167

X4
2 0,21 0,39 0,55 0,5951

X1X2 0,28 0,28 1,00 0,3375

X1X3 -0,11 0,28 -0,40 0,6966

X1X4 0,18 0,28 0,63 0,5404

X2X3 0,19 0,28 0,68 0,5067

X2X4 0,41 0,28 1,45 0,1724

X3X4 -0,04 0,28 -0,15 0,8851

Tabela 4: Ajuste dos quadrados mínimos e estimativas de parâmetros (significância dos 
coeficientes da regressão).
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Figura 3: Diagrama de Pareto para o planejamento experimental do tipo 34-1 para estudo da 
extração das celulases.

Esse mesmo comportamento foi obtido por Mélo (2016) cujo planejamento para 
a extração mostrou que o maior valor para a atividade enzimática (2,15 U.g-1) foi 
obtido para proporção sólido: líquido 01:45 (+1), tempo de 45 minutos (+1) e 150 
rpm (+1). E, para Oliveira et al. (2018), obteve o maior valor para CMCase (0,233 
± 0,008 UI.ml-1 ) no experimento no qual foi empregado o maior teor de umidade 
inicial (75%). Em relação ao tempo de extração não ser uma variável signifi cativa, 
o mesmo foi observado por Poleto et al. (2017), variações no tempo de extração de 
15 a 120 minutos não apresentou diferenças signifi cativas para o valor de pectinase 
total (U.ml-1), uma vez que os valores encontrados fi caram próximos a 5,5 U.ml-
1. Além disso, o autor concluiu que em poucos minutos (60 minutos), a etapa de 
extração pode ser concluída. 

Figura 4: Superfície de resposta: infl uência das variáveis umidade e proporção sólido-líquido 
(S:L) sobre a atividade enzimática, carboximetilcelulase (CMCase), fi xado o tempo e o 

percentual de casca de cacau no ponto central 0 (40 minutos e 60%, respectivamente) .

A superfície de resposta 3D e os gráfi cos de contorno 2D são os representações 
gráfi cas da equação de regressão, CMCase= 1,84+ 0,8*U+ 0,71*U2+ 0,62*S:L+ 
0,21*S:L2, no qual U é a umidade e S:L é a proporção sólido-líquido . Ambos gráfi cos 
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são apresentados na Figura 4. O principal objetivo da superfície da resposta é 
buscar efi cientemente os valores ótimos das variáveis, de modo que a resposta seja 
maximizada (TANYILDIZI; ÖZER e ELIBOL, 2005).   

Analisando a Figura 4, vê-se que a proporção sólido: líquido  e a umidade são 
as variáveis que infl uenciam na atividade enzimática, corroborando com a análise do 
diagrama de Pareto. Além disso, observa-se quanto maior for o volume de solvente 
(para uma mesma massa de fermentado) e maior o teor de umidade durante a 
extração, maior é a atividade enzimática obtida, pois se operando no nível +1 (01:20 
e 70%, respectivamente ) obtém-se atividades enzimáticas acima de 8,49 U.gms-1, 
conforme é mostrado na Figura 5.

Figura 5: Experimento realizado na seguinte condição: 70% de umidade (+1), 60% de casca de 
cacau (+1), 60 min de extração (+1) e proporção sólido liquido igual a 01:20 (+1).

4 |  CONCLUSÕES 

A avaliação dos resultados encontrados mostraram que o teor de umidade e 
a proporção sólido-líquido são as variáveis que mais infl uenciaram a produção de 
CMCase. Enquanto que o tempo de extração e o percentual de casca de cacau não 
apresentaram signifi cância para a atividade enzimática. Além disso, o maior valor 
para CMCase obtido foi de 8,49 U.gms-1 para as condições experimentais de 70% de 
umidade, 60% de casca de cacau na composição do substrato, tempo de extração 
de 60 minutos e proporção sólido: líquido 1:20. Essas condições são equivalentes 
às condições reportadas pela literatura para produção de celulases. Portanto, este 
trabalho permitiu observar que os resíduos de cacau possuem potencial para serem 
aplicados na produção de celulases e que a ampliação de escala desse processo 
deve ser estudada a fi m de desenvolver um processo de baixo custo para produção 
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de enzimas.
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