Atena

Editora
Ano 2020

Carmen Lucia Voigt
(Organizadora)

Atividades de Ensino e
de Pesquisa em Quimica 2



Atena

Editora
Ano 2020

Carmen Lucia Voigt
(Organizadora)

Atividades de Ensino e
de Pesquisa em Quimica 2



2020 by Atena Editora
Copyright © Atena Editora
Copyright do Texto © 2020 Os autores
Copyright da Edicao © 2020 Atena Editora
Editora Chefe: Prof? Dr® Antonella Carvalho de Oliveira
Diagramacao: Geraldo Alves
Edigcdo de Arte: Lorena Prestes
Revisdo: Os Autores

Todo o conteludo deste livro esta licenciado sob uma Licenga de Atribuicdo Creative
BY Commons. Atribui¢ao 4.0 Internacional (CC BY 4.0).

0 conteldo dos artigos e seus dados em sua forma, correcao e confiabilidade sao de responsabilidade exclusiva
dos autores. Permitido o download da obra e o compartilhamento desde que sejam atribuidos créditos aos
autores, mas sem a possibilidade de altera-la de nenhuma forma ou utiliza-la para fins comerciais.

Conselho Editorial

Ciéncias Humanas e Sociais Aplicadas

Prof? Dr® Adriana Demite Stephani - Universidade Federal do Tocantins

Prof. Dr. Alvaro Augusto de Borba Barreto - Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dr. Alexandre Jose Schumacher - Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia de Mato Grosso
Prof. Dr. Antonio Carlos Frasson - Universidade Tecnolégica Federal do Parana

Prof. Dr. Antonio Gasparetto Junior - Instituto Federal do Sudeste de Minas Gerais

Prof. Dr. Antonio Isidro-Filho - Universidade de Brasilia

Prof. Dr. Carlos Antonio de Souza Moraes - Universidade Federal Fluminense

Prof. Dr. Constantino Ribeiro de Oliveira Junior - Universidade Estadual de Ponta Grossa
Prof? Dr? Cristina Gaio - Universidade de Lisboa

Prof? Dr® Denise Rocha - Universidade Federal do Ceara

Prof. Dr. Deyvison de Lima Oliveira - Universidade Federal de Rondonia

Prof. Dr. Edvaldo Antunes de Farias - Universidade Estacio de Sa

Prof. Dr. Eloi Martins Senhora - Universidade Federal de Roraima

Prof. Dr. Fabiano Tadeu Grazioli - Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai € das Missoes
Prof. Dr. Gilmei Fleck - Universidade Estadual do Oeste do Parana

Prof? Dr? Ivone Goulart Lopes - Istituto Internazionele delle Figlie de Maria Ausiliatrice
Prof. Dr. Julio Candido de Meirelles Junior - Universidade Federal Fluminense

Prof® Dr® Keyla Christina Almeida Portela - Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia de Mato Grosso
Prof? Dr? Lina Maria Goncalves - Universidade Federal do Tocantins

Prof® Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Marcelo Pereira da Silva - Universidade Federal do Maranhao

Prof? Dr® Miranilde Oliveira Neves - Instituto de Educacao, Ciéncia e Tecnologia do Para
Prof? Dr? Paola Andressa Scortegagna - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof? Dr? Rita de Cassia da Silva Oliveira - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof? Dr? Sandra Regina Gardacho Pietrobon - Universidade Estadual do Centro-Oeste
Prof? Dr? Sheila Marta Carregosa Rocha - Universidade do Estado da Bahia

Prof. Dr. Rui Maia Diamantino - Universidade Salvador

Prof. Dr. Urandi Joao Rodrigues Junior - Universidade Federal do Oeste do Para

Prof? Dr® Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. William Cleber Domingues Silva - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Willian Douglas Guilherme - Universidade Federal do Tocantins

Ciéncias Agrarias e Multidisciplinar

Prof. Dr. Alexandre Igor Azevedo Pereira - Instituto Federal Goiano

Prof. Dr. Antonio Pasqualetto - Pontificia Universidade Catélica de Goias
Prof® Dr® Daiane Garabeli Trojan - Universidade Norte do Parana

| Atena

LEditora
Ano 2020




Prof® Dr® Diocléa Almeida Seabra Silva - Universidade Federal Rural da Amazonia
Prof. Dr. Ecio Souza Diniz - Universidade Federal de Vicosa

Prof. Dr. Fabio Steiner - Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul

Prof. Dr. Fagner Cavalcante Patrocinio dos Santos - Universidade Federal do Ceara
Prof? Dr? Girlene Santos de Souza - Universidade Federal do Recdncavo da Bahia
Prof. Dr. Julio César Ribeiro - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

Prof? Dr® Lina Raquel Santos Araujo - Universidade Estadual do Ceara

Prof. Dr. Pedro Manuel Villa - Universidade Federal de Vicosa

Prof? Dr? Raissa Rachel Salustriano da Silva Matos - Universidade Federal do Maranhao
Prof. Dr. Ronilson Freitas de Souza - Universidade do Estado do Para

Prof? Dr? Talita de Santos Matos - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Tiago da Silva Teéfilo - Universidade Federal Rural do Semi-Arido

Prof. Dr. Valdemar Antonio Paffaro Junior - Universidade Federal de Alfenas

Ciéncias Biolégicas e da Salde

Prof. Dr. André Ribeiro da Silva - Universidade de Brasilia

Prof? Dr? Anelise Levay Murari — Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dr. Benedito Rodrigues da Silva Neto - Universidade Federal de Goias

Prof. Dr. Edson da Silva - Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri
Prof? Dr? Eleuza Rodrigues Machado - Faculdade Anhanguera de Brasilia

Prof? Dr? Elane Schwinden Prudéncio - Universidade Federal de Santa Catarina
Prof. Dr. Ferlando Lima Santos - Universidade Federal do Reconcavo da Bahia

Prof. Dr. Gianfabio Pimentel Franco - Universidade Federal de Santa Maria

Prof. Dr. Igor Luiz Vieira de Lima Santos - Universidade Federal de Campina Grande
Prof. Dr. José Max Barbosa de Oliveira Junior - Universidade Federal do Oeste do Para
Prof? Dr® Magnélia de Araljo Campos - Universidade Federal de Campina Grande
Prof? Dr® Mylena Andréa Oliveira Torres - Universidade Ceuma

Prof® Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federacl do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Paulo Inada - Universidade Estadual de Maringa

Prof? Dr® Vanessa Lima Gongcalves - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof® Dr® Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Ciéncias Exatas e da Terra e Engenharias

Prof. Dr. Adélio Alcino Sampaio Castro Machado - Universidade do Porto

Prof. Dr. Alexandre Leite dos Santos Silva - Universidade Federal do Piaui
Prof. Dr. Carlos Eduardo Sanches de Andrade - Universidade Federal de Goias
Prof® Dr® Carmen Lucia Voigt - Universidade Norte do Parana

Prof. Dr. Eloi Rufato Junior - Universidade Tecnolégica Federal do Parana

Prof. Dr. Fabricio Menezes Ramos - Instituto Federal do Para

Prof. Dr. Juliano Carlo Rufino de Freitas - Universidade Federal de Campina Grande
Prof. Dr. Marcelo Marques - Universidade Estadual de Maringa

Prof® Dr® Neiva Maria de Almeida - Universidade Federal da Paraiba

Prof? Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Takeshy Tachizawa - Faculdade de Campo Limpo Paulista

Conselho Técnico Cientifico

Prof. Msc. Abraao Carvalho Nogueira - Universidade Federal do Espirito Santo

Prof. Msc. Adalberto Zorzo - Centro Estadual de Educacao Tecnol6gica Paula Souza
Prof. Dr. Adaylson Wagner Sousa de Vasconcelos - Ordem dos Advogados do Brasil/Seccional Paraiba
Prof. Msc. André Flavio Gongalves Silva - Universidade Federal do Maranhao

Prof® Dr® Andreza Lopes - Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento Académico

Prof® Msc. Bianca Camargo Martins - UniCesumar

Prof. Msc. Carlos Antdnio dos Santos - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Msc. Claldia de Araljo Marques - Faculdade de Musica do Espirito Santo

Prof. Msc. Daniel da Silva Miranda - Universidade Federal do Para

Prof?® Msc. Dayane de Melo Barros - Universidade Federal de Pernambuco

| Atena

Editora
Ano 2020




Prof. Dr. Edwaldo Costa - Marinha do Brasil

Prof. Msc. Eliel Constantino da Silva - Universidade Estadual Paulista Jilio de Mesquita

Prof. Msc. Gevair Campos - Instituto Mineiro de Agropecuaria

Prof. Msc. Guilherme Renato Gomes - Universidade Norte do Parana

Prof? Msc. Jaqueline Oliveira Rezende - Universidade Federal de Uberlandia

Prof. Msc. José Messias Ribeiro Janior - Instituto Federal de Educacao Tecnolédgica de Pernambuco
Prof. Msc. Leonardo Tullio - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof? Msc. Lilian Coelho de Freitas - Instituto Federal do Para

Prof® Msc. Liliani Aparecida Sereno Fontes de Medeiros - Consércio CEDERJ

Prof? Dr? Livia do Carmo Silva - Universidade Federal de Goias

Prof. Msc. Luis Henrique Almeida Castro - Universidade Federal da Grande Dourados

Prof. Msc. Luan Vinicius Bernardelli - Universidade Estadual de Maringa

Prof. Msc. Rafael Henrique Silva - Hospital Universitario da Universidade Federal da Grande Dourados
Prof?® Msc. Renata Luciane Polsaque Young Blood - UniSecal

Prof? Msc. Solange Aparecida de Souza Monteiro - Instituto Federal de Sao Paulo

Prof. Dr. Welleson Feitosa Gazel - Universidade Paulista

Dados Internacionais de Cataloga¢ao na Publicagao (CIP)
(eDOC BRASIL, Belo Horizonte/MG)

A872 Atividades de ensino e de pesquisa em quimica 2 [recurso eletronico]
/ Organizadora Carmen Lucia Voigt. — Ponta Grossa, PR: Atena
Editora, 2019. — (Atividades de Ensino e de Pesquisa em
Quimica; v. 2)

Formato: PDF

Requisitos de sistema: Adobe Acrobat Reader.
Modo de acesso: World Wide Web.

Inclui bibliografia

ISBN 978-85-7247-929-5

DOI 10.22533/at.ed.295201701

1. Quimica — Pesquisa — Brasil. I. Voigt, Carmen Lucia. Il. Série.
CDD 540

Elaborado por Mauricio Amormino Junior —- CRB6/2422

Atena Editora
Ponta Grossa - Parana - Brasil
www.atenaeditora.com.br
contato@atenaeditora.com.br

| Atena

Editora
Ano 2020




APRESENTACAO

O ensino é o processo de construgcdo do saber com a apropriacdo do
conhecimento historicamente produzido pela humanidade. A Quimica representa
uma parte importante de todas as ciéncias naturais, basicas e aplicadas. O Ensino de
Quimica contribui para formacgao de cidadaos conscientes, ou seja, ensinar Quimica
com um intuito primordial de desenvolver a capacidade de participar criticamente
nas questdes da sociedade. A abordagem aplicada em sala de aula deve conter
informacdes quimicas fundamentais que fornecam uma base para participacao nas
decisbes da sociedade, conscios dos efeitos de suas decisdes.

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

A pesquisa é o processo de materializacdo do saber a partir da producéo de
novos conhecimentos baseando-se em problemas emergentes da pratica social. As
pesquisas em Quimica abrangem diversas outras areas do conhecimento, podendo
estar relacionadas ao avanco tecnolégico, otimizacdo de técnicas e processos,
melhoria de produtos, entre outros.

Este e-book traz para vocé leitor uma oportunidade de aperfeicoar seus
conhecimentos em relacdo ao Ensino de Quimica e as Pesquisas em Quimica,
fortalecendo acbes de ensino-aprendizagem para aplicagdo em sala de aula,
assim como abrindo novos horizontes sobre sinteses, processos e propriedades de
produtos para aplicacdo em beneficio da sociedade e meio ambiente.

Bons estudos.

Carmen Lucia Voigt
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CAPITULO 11

ESTUDO DA PRODUCAO DE CELULASES POR
FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO UTILIZANDO
CASCA DE CACAU E BAGACO DE CANA

Data de aceite: 05/12/2019

Isabela NascimentoTavares Ferreira
Universidade Federal de Vigosa, Departamento de
Quimica-MG

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

lara Reboucas Pinheiro
Universidade Federal do Espirito Santo,
Departamento de Engenharia Rural-ES

RESUMO: A cadeia produtiva da industria
cacaueira gera um grande volume de rejeito
vegetal, de forma que o seu reaproveitamento
deve ser realizada de maneira sustentavel
e economicamente viavel, visando reduzir o
seu impacto ambiental. A parede celular dos
residuos lignocelulésicos é rica em celulose,
composto que pode ser hidrolisado de maneira
a transforma-lo em acucares fermentesciveis
por meio da hidrélise enzimatica utilizando
celulases. Essas enzimas podem ser produzidas
por cultivo de fungos filamentosos em estado
sOlido, utilizando residuos agroindustriais
como suporte e fonte de nutrientes. O presente
trabalho objetivou estudar a aplicagao da casca
de cacau como principal substrato para produzir
celulases utilizando o fungo Trichoderma
harzianum 10C-3844. As condi¢cdes de estudo
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COMO SUBSTRATO

da producdo de CMCase e extracdo das
enzimas foram investigadas aplicando-se um
planejamento experimental fatorial fracionario
3+, de forma a avaliar o efeito das variaveis:
tempo de extracéo, proporcédo solido: liquido,
umidade do meio fermentado e porcentagem
de casca de cacau no meio solido. A maior
producdo de CMCase (8,49 U.gms' ) foi
observada para a condicdo de 60% de casca
de cacau, 70% de umidade, proporcao solido:
liquido 1:20 e 60 minutos de extracéo.
PALAVRAS-CHAVE: Residuos do Cacau,
Fermentacdo em Estado Solido, Celulases,
Trichoderma, Extracao 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 10C-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.

11 INTRODUGCAO

As crescentes modernizagbes das plantas industriais junto ao aumento
populacional trouxeram uma grande gerag¢ao e acumulo de residuos agroindustriais
que tém se tornado um grande inimigo da preservacéao ambiental. De forma mais
especifica, nao diferente de todos os setores de producao, a industria cacaueira
também vem, recentemente, passando por modernizagdes que almejam aumentos
de produtividade e qualidade.

Isso tem feito com que a industria cacaueira gere uma grande quantidade
de residuo vegetal, principalmente proveniente da casca do fruto, que representa
aproximadamente 80% da sua composi¢ao, sendo obtido por meio da sua quebra e
separacédo das sementes (CEPLAC, 2017).

Para produzir 1 tonelada de améndoas sdo geradas 6 toneladas de casca do
cacau fresca com cerca de 90% de umidade (SODRE; MARROCOS, 2009). Vale
ressaltar que a producdo de cacau prevista para 2019 é de 250.308 toneladas o
que faz com que o Brasil seja responsavel pela producdo de 4% do cacau que
€ produzido no mundo ficando em sétimo lugar no ranking, atras de paises como
Costa do Marfin e Gana (MDIC, 2018; IBGE, 2019). Com base nessas informacgoes,
pode-se perceber 0 quao grande sao os residuos gerados pela industria cacaueira.

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

Segundo Zanchetta (2013), os oligossacarideos (aglUcares pequenos) sao
liberados por meio da endoglucanases que agem na regido interna da fibra da
celulose. Ja as exoglucanases liberam a celobiose, proveniente da unido de duas
moléculas livres de glicose, que sdo a ligacdo de duas glicoses livres, ao agirem na
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extremidade das fibras de celulose. As beta-glicosidases rompe a ligagdo quimica
qgue gera a celobiose, proporcionando glicoses (livres). A Figura 1 exemplifica a acéo
das referidas enzimas.

Endoglucanase

AL A LA AL O NN Cadeias de celulose
|

'

AL LA AL Cadeias menores de celulose

w |

Exoglucanase L

LD OO T N> (N Fragmentos de celobiose

R-Glicosidase l’

& < alicose

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

Uma forma de se obter as celulases séo por meio da fermentagcdo em estado
soélido (FES), que tem como caracteristicas ser de facil operacéo, nao € necessario
uma agitacéo vigorosa, como nos cultivos liquidos, que podem levar a uma grande
ruptura celular e os procedimentos de purificacdo sao mais baratos. (De Jesus et al.,
2018).

Dessa forma, este trabalho investigou uma alternativa para reduzir o custo de
producédo das enzimas celuloliticas e, consequentemente, o seu valor comercial, a
partir da utilizacdo de residuos da agroindustria cacaueira como substrato em um
processo de FES. Vale salientar que a publicacédo de dados relacionados ao uso
de residuos de cacau para producao de celulases é bastante escasso na literatura
cientifica e por isso destaca-se a importancia da producéo de celulases por meio
do cultivo em estado sélido aplicando fungos da espécie Trichoderma, utilizando os

residuos da industria cacaueira.

21 METODOLOGIA
2.1 Microrganismo

Os microrganismos utilizados no processo fermentativo sdo da espécie
Trichoderma harzianum |0C-3844, obtidos liofilizados da Colecdo de Culturas de
Fungos Filamentosos da Fundacao 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 in6culo, foi utilizado 0,1 g do estoque suspenso em solucéao
salina descrita por Urbanszki et al. (2000).
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2.2 Matéria-Prima

2.2.1 Casca de cacau e bagaco de cana-de-acucar

As cascas de cacau empregadas nos ensaios experimentais foram fornecidas
pela Agroindustria Chocolates Espirito Santo, na cidade de Iconha, situada na
regido sul do Espirito Santo. Enquanto que os bagacos de cana empregadas nos
ensaios experimentais foram fornecidos pelos comerciantes das cidades de Alegre e
Jerébnimo Monteiro, no Espirito Santo.

2.2.2 Pré- tratamento das matérias-primas

A casca de cacau in natura foi submetida a um processo de pré-tratamento
fisico de trituracdo em uma forrageira, a fim de reduzir sua granulometria.
Posteriormente, tanto a casca de cacau quanto o bagaco de cana-de-agucar, que
estavam acondicionados sob refrigeracdo a 4 °C e previamente triturados, foram
levados para secagem em estufa a 105 °C por cerca de 8 horas. Depois disso, foram
novamente triturados em um moinho de facas e peneirados, manualmente, para
obtencao do didmetro de particula inferior a 10 mesh.

2.3 Teste cinético

Para verificar a cinética de producéo de celulases, realizou-se um cultivo em
frascos de 500 ml com 10 g de material s6lido na proporcao 40:60 (CC:BC) e 60%
de umidade inicial, com 0,1 g de inoculo do estoque de T. harzianum 10C-3844. Os
frascos foram mantidos em estufa a 30 °C, sendo retirado um frasco a cada 24 horas
para que se realizasse a extracédo de celulases. Para tal empregou-se a propor¢ao
de sélido-liquido de 1:20 e trés tempos de extracao diferentes, 20, 40 e 60 minutos.
Apbs esses tempos, empregou-se a metodologia proposta por (SALOMAO et al.,
2019) e o sobrenadante foi utilizado para a realizacédo de ensaios de atividade de

carboximetilcelulase.

2.4 Planejamento experimental para a extracao de enzimas

Para o estudo da extracdo das celulases produzidas por fermentacdo em estado
soélido do residuo agroindustrial de casca de cacau, foi realizado um planejamento
fatorial fracionario do tipo 3*7, totalizando 27 ensaios, sendo estes realizados apenas
no terceiro dia de fermentacéo. Pela tabela 1, tém-se as varidveis empregadas no
planejamento, enquanto na Tabela 2 é mostrado os experimentos de forma codificada.
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VARIAVEL (-1) (0) (1)
UMIDADE (%) 50 60 70
CASCA DE CACAU (CC) (%) 40 50 60
TEMPO DE EXTRACAO (min) 20 40 60
PROPORGAO SOLIDO-LIQUIDO (S:L) 1:10  [1:15  [1:20

Tabela 1 - Variaveis do planejamento experimental da extracéo.

2.5 Atividade de carboximetilcelulase (CMCase)

Para a obtencédo 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™).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Teste cinético

Pela Figura 2 é possivel os resultados obtidos pelo teste cinético para o T.
harzianum 10C-3844.

T. harzianum 10C-3844

5
g 4
o
=23
@
4 2
Q
=1
O

0

3 4 o
Tempo (dias)

Figura 2: Atividade enzimética para T. harzianum 10C-3844 nos tempos de 20 (¢), 40 (m) € 60
(A) minutos.

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

3.2 Planejamento Experimental Extracao de Enzimas

Para uma melhor interpretacdo dos dados experimentais observados, foram
realizadas algumas analises estatisticas em software para avaliar a influéncia dos
fatores do planejamento e de suas combina¢des nas atividades enzimaticas.

117
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A Tabela 2 representa as variaveis empregadas no planejamento fatorial

fracionario do tipo 3*' e as respostas obtidas para a atividade enzimatica (CMCase).

Por meio da Tabela 3, tem-se a ANOVA, na qual se obtém que a regressao é

estatisticamente significativa, uma vez que o valor de p € menor que o nivel de

significancia de 5% (0,0041<0,05). Além disso, a falta de ajuste do modelo em

relacéo aos dados experimentais se mostrou n&o significativa, ja que o valor de p é

maior que o nivel de significancia 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 enzimaticas CMCase obtidas no planejamento experimental.
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Fatores GL quzg:gfica qul;n:z:ca calculado P
Regresséao 4 19,25 4,81 5,22 0,0041
Residuo 22 20,29 0,92
Falta de ajuste 19 25,07 1,32 1,37"s 0,27
Erro Puro 8 14,48 1,81
Total 26 39,54

Tabela 3: Tabela ANOVA ao nivel de 5% de significancia para atividade de CMCase.

* Significativo (p<0,05); n.s: N&o 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 significancia de cada coeficiente. E sabido, que quanto maior a

magnitude do valor obtido pelo teste t e menor o valor p, tém-se uma alta significancia

do correspondente coeficiente. Pode-se observar que a variavel com maior efeito

foi o termo quadrado da umidade (X.?).

Além disso, vé-se que o efeito linear da

umidade (X,) e da propor¢ao sdlido-liquido (X,) sdo mais significativo que outros

fatores, o0 que pode ser percebido pelo diagrama de Pareto (Figura 3) que indica que

ao aumentar o teor de umidade e a proporcéao solido-liquido, aumenta-se o valor de
CMCase (TANYILDIZI; OZER e ELIBOL, 2005).

Termo do modelo Parametro estimado paE;:go Valor de t Valor de p

INTERCEPT 1,84 0,55 3,35 0,0058
X, 0,80 0,22 3,57 0,0038

X2 0,70 0,39 1,81 0,0954

X, 0,21 0,22 0,93 0,3728

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

X, 0,03 0,22 0,13 0,8956

X2 -0,15 0,39 -0,38 0,7118

X, 0,62 0,22 2,78 0,0167

X2 0,21 0,39 0,55 0,5951
XX, 0,28 0,28 1,00 0,3375

X, X, -0,11 0,28 -0,40 0,6966
XX, 0,18 0,28 0,63 0,5404

X, X, 0,19 0,28 0,68 0,5067
XX, 0,41 0,28 1,45 0,1724
XX, -0,04 0,28 -0,15 0,8851

Tabela 4: Ajuste dos quadrados minimos e estimativas de paradmetros (significancia dos
coeficientes da regresséo).
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(1)UMIDADE(L)

3,720626

(4)s:L(L) 2,893245

UMIDADE(Q) -1,88538

CcCc(Q) -1,54502]

(2)Cc(L) 9644151

SLQ) -.568748

TEMPO(Q) 3940928

(3)TEMPO(L) 1396204

p=,05

Figura 3: Diagrama de Pareto para o planejamento experimental do tipo 3*' para estudo da
extracéo das celulases.

Esse mesmo comportamento foi obtido por Mélo (2016) cujo planejamento para
a extracdo mostrou que o maior valor para a atividade enzimatica (2,15 U.g") foi
obtido para proporcéo soélido: liquido 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 Ul.mI"" ) no experimento no qual foi empregado o maior teor de umidade
inicial (75%). Em relacdo ao tempo de extracdo ndo ser uma variavel significativa,
o mesmo foi observado por Poleto et al. (2017), variacbes no tempo de extragdo de
15 a 120 minutos ndo apresentou diferencas significativas para o valor de pectinase
total (U.ml"), uma vez que os valores encontrados ficaram préximos a 5,5 U.ml
. Além disso, o autor concluiu que em poucos minutos (60 minutos), a etapa de
extrac&o pode ser concluida.
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Figura 4: Superficie de resposta: influéncia das variaveis umidade e proporcao sélido-liquido
(S:L) sobre a atividade enzimatica, carboximetilcelulase (CMCase), fixado o tempo e 0
percentual de casca de cacau no ponto central 0 (40 minutos e 60%, respectivamente) .

A superficie de resposta 3D e os graficos de contorno 2D sao os representacoes
graficas da equacédo de regressdao, CMCase= 1,84+ 0,8*U+ 0,71*U%+ 0,62*S:L+
0,21*S:L?, no qual U € a umidade e S:L é a proporcéao sélido-liquido . Ambos graficos
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sdo apresentados na Figura 4. O principal objetivo da superficie da resposta é
buscar eficientemente os valores 6timos das variaveis, de modo que a resposta seja
maximizada (TANYILDIZI; OZER e ELIBOL, 2005).

Analisando a Figura 4, vé-se que a propor¢ao soélido: liquido e a umidade sao
as variaveis que influenciam na atividade enzimatica, corroborando com a analise 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
extracao, maior € a atividade enzimatica obtida, pois se operando no nivel +1 (01:20
e 70%, respectivamente ) obtém-se atividades enzimaticas acima de 8,49 U.gms™,

conforme é mostrado na Figura 5.

12,00
10,00
] 8,00
6,00
4,00
2,00
0,00

CMCASE (U GMS™)

20 40 60
TEMPO (MIN) mO01:10 m01:20 m01:15

Figura 5: Experimento realizado na seguinte condi¢cdo: 70% de umidade (+1), 60% de casca de
cacau (+1), 60 min de extracé@o (+1) e propor¢ao sélido liquido igual a 01:20 (+1).

41 CONCLUSOES

A avaliagao dos resultados encontrados mostraram que o teor de umidade e
a proporcéo sélido-liquido sdo as variaveis que mais influenciaram a producéo de
CMCase. Enquanto que o tempo de extracédo e o percentual de casca de cacau nao
apresentaram significancia para a atividade enzimatica. Além disso, o maior valor
para CMCase obtido foi de 8,49 U.gms™ para as condi¢coes experimentais de 70% de
umidade, 60% de casca de cacau na composicao do substrato, tempo de extracdo
de 60 minutos e proporc¢éao sélido: liquido 1:20. Essas condi¢cées sao equivalentes
as condi¢cdes reportadas pela literatura para producao de celulases. Portanto, este
trabalho permitiu observar que os residuos de cacau possuem potencial para serem
aplicados na producao de celulases e que a ampliagcao de escala desse processo
deve ser estudada a fim de desenvolver um processo de baixo custo para producéao
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de enzimas.
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