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RESUMO

A B-mananase é uma enzima responsavel pela degradacdo da manana e pode ser produzida
por fermentacdo em estado solido. Para otimizar o processo fermentativo e obter um maior
rendimento da enzima, é crucial considerar e ajustar varios fatores que podem influenciar o
processo. O farelo de cacau, a casca de tamarindo e a ora-pro-nébis foram empregados como
substrato para producdo de B-mananase utilizando o fungo Penicillium roqueforti ATCC
10110 sob a técnica de fermentacdo em estado sélido. Uma matriz Doehlert foi utilizada para
otimizar o processo fermentativo, avaliando os fatores umidade e temperatura. Verificou-se
que a condicdo 6tima determinada para maxima producdo da enzima foi temperatura de 22 °C
e 69% de umidade, obtendo uma atividade de 107,27 U/g. O estudo destaca a importancia da
otimizacdo de pardmetros de processo para alcangar um desempenho econdmico e
ambientalmente sustentavel na producdo de enzimas.

Palavras-chave: Fermentacdo em estado solido. Condi¢Ges de fermentacdo. Enzima.
Hemicelulases. Penicillium roqueforti.

INTRODUCAO

A endo-B-mananase (EC 3.2.1.78) é uma enzima responsavel pela quebra aleatéria das
ligagdes internas 1,4- B-manosidicas presentes na cadeia da manana, resultando na liberagdo
de manooligossacarideos e manose como produtos finais (Malgas et al., 2015). A B -
mananase pode ser obtida por meio da fermentacdo em estado solido. No entanto a
fermentacdo pode ser afetada por diversos fatores, como umidade, tempo e temperatura
(Carvalho et al.,, 2022). Assim, a otimizacdo do processo fermentativo é extremamente
importante para obter uma maxima producédo da enzima.

A associacdo entre planejamentos experimentais e a metodologia de superficie de
resposta (MSR) é uma ferramenta poderosa. Ela possibilita a coleta econémica e eficiente de
dados, a modelagem do seu comportamento por meio de funcGes matematicas, a descri¢do da
regido experimental e a capacidade de fazer previsGes estatisticas, identificando as condicdes
ideais para experimentos (Cerqueira et al., 2021). Os projetos Doehlert exibem algumas
vantagens, como a maior eficiéncia e 0 menor nimero de experimentos necessarios para
completar o processo de otimizacdo (Caldas et al., 2013). Deste modo, 0 estudo teve por
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objetivo otimizar o processo fermentativo para produgdo de P-mananase pelo fungo
Penicillium roqueforti ATCC 10110, empregando uma matriz Doehlert para obter a méxima
producdo da enzima, tendo a umidade e temperatura como fatores analisados.

METODOLOGIA
Biomassa lignocelulosica e indculo

A casca do tamarindo (T) foi adquirida de produtores da regido de Minas Gerais,
Brasil. O farelo de cacau (FC) foi fornecido pela empresa Barry Callebaut (Itabuna, Bahia,
Brasil). A ora-pro-nébis (OPN) (Pereskia aculeata Mill) foi coletada na Universidade
Estadual de Santa Cruz- UESC. Todos os materiais foram secos em estufa com circulacdo de
ar a 65 °C por 24 h e posteriormente, triturados em moinho de facas para obtencdo de
particulas com granulometria de 2,0 mm.

O fungo Penicillium roqueforti ATCC 10110, foi fornecido pela Fundacdo Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e devidamente depositado no Instituto Nacional
de Controle de Qualidade em Saude (INCQS, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) sob o nimero de
registro: 40075 e lote: 079840075. A suspensdo de esporos foi preparada apds o cultivo do
fungo em meio PDA e Agar-Agar durante 7 dias a +25 °C.

Fermentacéo em estado sélido e obtencéo do blend multienzimatico

O processo fermentativo foi realizado utilizando erlenmeyers de 125 mL contendo 5,5
g da mistura dos residuos (73,27% farelo de cacau (FC); 17,64% casca de tamarindo (T); e
9,09% da biomassa ora-pro-nébis (OPN), de acordo com o planejamento Simplex-Centrdide
em estudo anterior. Os materiais foram esterilizados em autoclave (121°C/1atm/ 15 minutos).
ApoOs o resfriamento, o substrato estéril foi inoculado com 107 esporos/grama de substrato e
umedecido com agua destilada estéril, até a determinacdo do valor de umidade desejada. Os
erlenmeyers foram mantidos em incubadora BOD durante 7 dias em temperatura controlada.

O blend multienziméatico foi obtido pela adicdo de 50 mL de &gua destilada ao
substrato fermentado. A mistura foi agitada em incubadora shaker a 30 °C/200rpm/30
minutos. A fase liquida foi separada por prensagem mecanica e permeacdo com gaze, seguida
de centrifugacdo 10 minutos/4000 rpm.

Otimizacao do processo fermentativo

Apds obter o substrato adequado para o processo, utilizou-se o planejamento Doehlert
(DD) para estabelecer as condi¢des adequadas de fermentacdo, considerando o estudo da
temperatura (TP) e umidade (HD) nas faixas de 20 a 30 °C e 65 a 85%, respectivamente. A
atividade enzimatica (U/g) foi utilizada como resposta experimental para a obtencdo dos
modelos matematicos, a estimativa dos erros e a determinacdo do ponto 6timo. A matriz e a
resposta experimental obtidas em cada experimento estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Matriz experimental com experimentos, a combinagdo dos componentes e resposta
experimental

Experimento Umidade —A (%) Temperatura—B (°C)  Atividade (U/g)
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1 85 (1) 25 (0) 68,36 + 0,006
2 80 (0,5) 30 (0,866) 73,45 + 0,001
3 65 (-1) 25 (0) 89,18 + 0,001
4 70 (-0,5) 20 (-0,866) 104,45 + 0,005
5 80 (0,5) 20 (-0,866) 72,55 + 0,002
6 70 (-0,5) 30 (-0,866) 75,45 + 0,004
7 75 (0) 25 (0) 102,55 + 0,001
8 75 (0) 25 (0) 98,55 + 0,000
9 75 (0) 25 (0) 94,55 + 0,004

U/g- Unidades por grama de substrato

Determinacio da atividade de p-mananase

A atividade enzimatica de B-mananase foi determinada de acordo com Karahalil et al.
(2019).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os modelos matematicos foram obtidos a partir dos dados experimentais e avaliados
por meio da ANOVA (Tabela 2). O modelo quadratico demonstrou o melhor ajuste aos dados
experimentais e também foi estatisticamente significativo (p < 0,05). Além disso, ndo foi
observada falta de ajuste (p > 0,05) e a regressao apresentou alta capacidade preditiva (R? =
0,962). O modelo quadratico foi considerado adequado e utilizado para determinar os efeitos
padronizados de cada fator (Figura 1A), bem como suas interagdes na resposta experimental e
na determinagdo da condigéo Otima.

Tabela 2. Andlise de variancia para o modelo quadratico obtido no planejamento Doehlert

Fonte de variagao SS Df MS Valor p R?
Regresséo 18,81 5 3,76 0,023 0,962
Falta de ajuste 0,35 1 0,35 0,314
Erro puro 0,39 2
Total 19,55 8

Soma quadratica (SS), grau de liberdade (Df), média quadratica (MS), coeficiente de
determinacéo (R?).
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partir do modelo quadratico (B).

Na Figura 1B, observamos uma regido de maximo e o ponto 6timo foi obtido com as
seguintes condicdes: umidade de 69% e temperatura de 22 °C. Aplicando esses parametros, o
modelo prevé uma resposta experimental de 104,27 U/g. Em relacdo a condigdo n&o
otimizada, foi determinado um aumento de 17% na atividade enzimética. Em condicdes
otimizadas (52% umidade; 30 °C e 130h), Bangoria et al. (2021), obtiveram valores
superiores ao presentes estudo (4693 U/g), utilizando torta de palmiste e farelo de soja com o
Penicillium aculeatum APS1. As discrepancias nos resultados podem ser atribuidas a variagdo
da cepa, as caracteristicas do substrato empregado e condi¢des de cultivo.

CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos destacam que as condicdes ideais identificadas no estudo para a
producdo da f-mananase foram umidade de 69% e temperatura de 22°C, resultando em uma
atividade de 107,27 U/g. Esse estudo é uma abordagem eficaz para maximizar o rendimento
da B-mananase obtida de forma mais econémica e sustentavel, contribuindo para avangos
futuros na aplicacao industrial.
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