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RESUMO

O processamento da mandioca envolve a produgao de diversos residuos, tais como a
crueira, constituida basicamente por amido e fibras. O cultivo em estado sdlido do
fungo Pleurotus albidus em residuos agroindustriais tem sido uma das estratégias
para a producado de enzimas de interesse industrial. Portanto, esse fungo pode ser
utilizado em crueira para hidrolisar amido e celulose durante a sua fase de micélio
vegetativo. Assim sendo, o objetivo desse trabalho foi investigar a influéncia da
temperatura e da umidade de cultivo de Pleurotus albidus em crueira de mandioca
sobre a produgao de B-glicosidases. Dessa forma, o cultivo foi realizado por 14 dias
sob diferentes combinag¢des de umidade (x;) da crueira e temperatura (x,) de cultivo
utilizando um planejamento fatorial completo 22. A atividade dessa enzima foi
determinada por espectrofotometria utilizando o substrato p-nitrofenil-B-D-
glicopiranosideo. De acordo com a analise de regressao e de variancia (ANOVA) a
umidade da crueira apresentou um efeito negativo significante (p < 0,05) sobre a
atividade de B-glicosidases, enquanto que a temperatura nao teve efeito significante
sobre essa variavel resposta. Apds analise de regressao dos dados foi obtido um
modelo linear com R? de 0,80. A partir da combinagéo x; = -1 (60%) e x, = 0 (25 °C),
foi estimado um valor de atividade de B-glicosidases de 0,0310 UA/g. Esse resultado
potencializa a utilizagcado de Pleurotus albidus no processo de conversao de celulose e
hemicelulose na crueira com baixa umidade e em temperatura ambiente. Esse estudo
pode contribuir para a viabilizagdo posterior da extragao, purificacdo e aplicagao

dessas enzimas.

Palavras-chaves: Amido, celulose, fungos,



1 INTRODUGAO

Durante o processamento da mandioca diversos residuos soélidos e liquidos
sdo gerados, tais como a crueira, que possui aproximadamente 80% de amido e 7%
de fibras em base seca (NEVES et al. 2008).

Um dos grandes problemas encontrados com a manufatura da mandioca é
o destino dos residuos resultantes do seu processamento. Os residuos solidos sdo a
casca marrom, a entrecasca, o descarte, a crueira, a fibra, o0 bagaco e a varredura.
oriundos da varricdo, descascamento, e peneiramento, e os residuos liquidos,entre
eles a manipueira, oriundos da lavagao e prensagem, se nao sofrerem destinagcao
correta, possuem grande capacidade de impactar o meio ambiente de forma
agressiva. além disso, existe a possibilidade de agregacgéao de valor ao resultado final,
através do reaproveitamento dese material, evitando desperdicio.

A maior producdo de mandioca acontece em paises proximos a linha do
Equador nos paises da América Latina, Caribe, Africa e Asia. De acordo com o ultimo
levantamento da Organizagao das Nag¢des Unidas para a Alimentagao e a Agricultura
(FAO) referente ao ano de 2016, a producdo mundial de raiz de mandioca
correspondeu a 277,1 milhdes de toneladas. O maior produtor mundial € a Nigéria,
que no ano de 2016 computou 57,13 milhdes de toneladas, seguido por Tailandia e
Indonésia. O Brasil é o 4° maior produtor mundial com 21,08 milhdes de toneladas
dessa tuberosa. (CONAB — 01/2018). No cenario nacional o Estado do Para possui a
maior produ¢ao com 20,55% da fatia nacional, seguido pelo Estado do Parana com
14,79%. Depois vem o Estado da Bahia na 32 colocagdo com 10,09% e o Maranhéo,
com modestos 6,38% ocupando a 4?2 colocagao no ranking nacional. Os demais
estados da Federacao Brasileira, juntos, detém pouco mais de 48% da producao
nacional de mandioca (EMBRAPA- 2018).

O cultivo em estado soélido de fungos em residuos agroindustriais tem sido
uma das estratégias promissoras de valorizar esses residuos, por meio da produgao
de enzimas (CAMPOS JUNIOR, 2013). O cultivo ou fermentagdo em estado sdélido é
um bioprocesso realizado em um meio com umidade reduzida, mas que permita o
crescimento e a atividade metabdlica do microrganismo inoculado (THOMAS;
LARROCHE; PANDEY, 2013).

O fungo Pleurotus albidus tem sido estudado para produgdo de enzimas e de

compostos fendlicos na sua fase de crescimento de micélio vegetativo. E faciimente



encontrado em troncos caidos, com a cor variando de branca ao marrom. A espécie
ja foi relatada no México e Argentina. No Brasil foi identificada na regidao Sul do pais,
no Estado do Amapa e recentemente no Amazonas (KIRSCH, 2013). Nesse contexto,
a crueira pode ser valorizada como matéria prima para a producdo de enzimas
celulases, tais como as B-glicosidases, que podem ter aplicagdo na produgédo de
bebidas, bioetanol, produtos panificados, compostos de interesse farmacoldgico, etc.
(FIGUEIREDO, 2017).

B-glicosidases, juntamente com a exoglucanase e endoglucanase
pertencem a classe das hidrolases e sado biocatalisadores altamente especificos
capazes de atuar sobre um material celuldésico sendo responsaveis pela sua
degradagao, realizada por meio de um processo de quebra das ligagdes quimicas
existentes entre as unidades de glicose que formam a celulose.

Estas enzimas celuloliticas atuam em cooperacéo sinérgica e tém sido
descritas como pré requisito para uma degradagao completa e eficiente da celulose,
todavia os mecanismos moleculares envolvidos neste processo nao sao ainda
completamente compreendidos (QUIROZ-CASTANEDA; FOLCH-MALLOL, 2013)

Uma vez que o cultivo em estado sélido pode ser influenciado pela umidade
da crueira e pela temperatura de cultivo de Pleurotus albidus, o objetivo desse trabalho
foi investigar, por meio da metodologia de superficie de resposta, a influéncia desses

parametros sobre a atividade de [(B-glicosidases sintetizadas.

2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo geral
Investigar a influéncia da temperatura e da umidade de cultivo de Pleurotus

albidus em crueira de mandioca sobre a producao de B-glicosidases.

2.2  Objetivos especificos



Estimar as atividades de B-glicosidases, na crueira de mandioca submetida

a diferentes combinag¢des de umidade e temperatura de cultivo de Pleurotus albidus.

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Processamento da mandioca, obtengao e composig¢ao da crueira

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) € uma raiz cultivada tipicamente
em paises tropicais e € responsavel pela alimentacdo de mais de 800 milhdes de
pessoas (CERATTI, 2015). Na década de 70, o Brasil ocupou a primeira posicao na
producao desta raiz tuberosa, e a partir de 2017 tem apresentado a terceira maior
producdo mundial, com 20,6 milhées de toneladas (IBGE - Censo agropecuario -
1996/2016).

A mandioca é importante para a agricultura catarinense. No Sul do estado,
as farinheiras e fecularias sado responsaveis por processar a mandioca para a
producdo de amido, fécula e polvilho, apresentando um importante papel
socioecondmico (CARDOSO, 2005; ARAUJO et al. 2014).

A industria de mandioca, no Brasil, tornou-se conhecida em fungao da
caracteristica da producédo, tradicionalmente pelas casas de farinha e fecularias
(CARDOSO, 2005). De acordo com Del Bianchi (1998), os principais residuos gerados
no processamento da mandioca podem ser divididos em liquidos e sélidos. Os
residuos liquidos incluem agua de lavagem, manipueira (agua vegetal ou agua de
prensa) e agua de extragdo de fécula, enquanto que os residuos solidos sao
constituidos por casca, entrecasca e crueira.

Durante o processamento da mandioca, parte do material a ser peneirado
fica retido na peneira e € denominado de crueira (figura 1), constituida principalmente
por pedagos de raizes, fragmentos mais grosseiros e entrecasca de mandioca
(TAGLIARI, 1996; NEVES et al. 2008).

Ressalta-se que a massa de mandioca é prensada para a diminuicdo da
sua umidade e, em seguida, é compactada e esfarelada antes da peneiragao.
Posteriormente, a massa é peneirada com retengao dos maiores fragmentos, ou seja,
a crueira (figura 2), que é o fragmento ou o conjunto de fragmentos mais grosseiros

da massa esfarelada de mandioca retido durante a peneiragao (ZOLDAN, 2006).



Como a crueira € um residuo das farinheiras na producéao de farinhas, esta

geralmente é descartada na peneiragem. Como produto de descarte, a mesma é
subutilizada, pois mesmo seguindo para venda, usada como ragéo animal ou mesmo
descartada ao solo como adubo orgénico, o seu aproveitamento € insipido, n&o

agregando valor absoluto como residuo aproveitavel.

Figura 1 - Fluxograma do processo de beneficiamento da mandioca para

obtencgao de farinha.

- =

Fonte: ZOLDAN,2006
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De acordo com Cereda (1994, apud PEREIRA JUNIOR et al. 2013), apesar
de nao existirem dados absolutos a respeito da quantidade produzida deste residuo,
estima-se que 10% da mandioca utilizada na fabricagdo de farinha é eliminada na
forma de crueira.

Conforme ja adiantou Del Bianchi (1998), “varias oportunidades podem ser
implementadas visando o aproveitamento desses residuos, com maiores

rentabilidades financeiras para as farinheiras”.

Figura 2 — Separacao da farinha e crueira

CRUEIRA

Fonte: NEVES, 2004

A crueira possui percentual elevado de amido (81,1%) e fibras (7,39%),
conforme apresentado na Tabela 1. Contudo, essa composi¢cao pode variar de acordo
com a cultivar de mandioca e as condi¢des de processamento de cada industria.

Nesse contexto, a crueira € uma matéria prima que fornece condigdes
ideiais para o cultivo de fungos com a proposta de produgao de enzimas de interesse
industrial, tais como as B-glicosidases.
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Tabela 1 - Composigéo fisico-quimica da crueira

Componentes Média
Umidade (%) 15,5
% base seca

Amido 81,1
Fibras 7,39
Cinzas 0,90
Proteinas 1,41
Matéria graxa 0,44
Acgucares soluveis totais 2,24

Fonte: NEVES et al. 2008.

3.2 B-glicosidases de fungos do género Pleurotus
As B-glicosidases (EC 3.2.1.21) sao enzimas que hidrolisam ligagdes [3-

glicosidicas de oligo ou polissacarideos em glicose e fragdes agliconas (LYND et al.,
2002; LYND; ZHANG, 2002).

Figura 3 - Esquema de reagdes catalisadas por (-glicosidases.

H.0O - E + Glc
— (P2)
E-Glc Hidrdlise (111)
E + Glc-NP . .
(s1) - =
(M (P1) Transglicosilagdo (1V)
(1)
Glc-NP « E+ Gle-Gle-NP
= (P2)

(E) = enzima. (Glc-NP) = para-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo. (Gic) = glicose. (NP) = para-nitrofenolato.
(S1) = primeiro substrato. (S2) = segundo substrato. (P1) = primeiro produto formado. (P2) = segundo
produto formado.

Fonte: (Adaptado de FRUTUOSO e MARANA, 2013).

Na area de producgédo de etanol de segunda geragao, as B-glicosidases
apresentam um papel importante para a hidrélise da celulose e hemicelulose de

residuos agroindustriais em agucares fermentesciveis. Destaca-se que essas enzimas
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podem ser utilizadas também para melhorar o sabor de sucos de frutas e vinhos
devido a hidrélise de terpenos glicosilados (LEITE, 2007).

Em alimentos, como na panificagao, catalisam a hidrélise de dissacarideos
e glicosideos conjugados. Essa enzima atua na hidrolise da celobiose em glicose, no
processo de conversao da celulose em glicose em combinagédo com outras enzimas
celuloliticas e sao sintetizadas por animais, vegetais, bactérias e fungos (BEDANI,
2010). O interesse em B-glicosidases fungicas € devido a possibilidade de produgao
em alta escala, além de apresentarem maior atividade e estabilidade térmica em
relacdo as encontradas em vegetais (SANTOS, 2010).

Dentre os fungos produtores dessas enzimas destacam-se os do género
Pleurotus. Estas espécies sao relatadas como sendo eficientes colonizadores e
degradadores de lignoceluloses. Estes fungos realizam a degradagédo enzimatica da
porcao lignoceluldsica dos substratos pela elaboragdo das enzimas como celulases,
R-glicosidase, xilanases, lacases, manganésperoxidases e lignina peroxidases que
estdo envolvidas na degradacao de ligninoceluloses (T.C. dos SANTOS et al. 2013).

O Pleurotus albidus possui a seguinte classificagao taxonémica (PUTZKE;
PUTZKE, 2004): Reino: Fungi, Filo: Basidiomycota, Classe: Basidiomycetes, Ordem:
Agarcales, Familia: Polyporaceae, Género: Pleurotus, Espécie: Pleurotus albidus. E
comumente encontrado em troncos caidos, raramente em arvores vivas. As
caracteristicas morfologicas incluem pileo circular, infundibuliforme, glabro, cor branca
a creme, as vezes apresenta cor marrom préximo ao encontro do estipe, margem
inteira a crenada, fina, geralmente encurvada. As lamelas sao decurrentes e brancas,
estipe branco, geralmente curvado ascendentemente, ocasionalmente com pelos na
base e esporada branca a creme (LECHNER et al 2004). E uma espécie encontrada
no México, na Argentina e no Brasil (KIRSCH, et al. 2016) e por isso deve ser ainda
mais explorado pelos pesquisadores da América do Sul.

Durante a fase de crescimento do micélio vegetativo de fungos (figura 4), a
producéo de enzimas é intensa (SILVA, 2016).
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Figura 4 - Morfologia dos fungos

Corpo frutifero

Disponivel em: <https://image.slidesharecdn.com/reinofungi2ano-120501165522-phpapp02-130822131121-
phpapp02/95/reino-fungi-4-638.jpg?cb=1377177153> acesso em 30 maio 2019.

As fontes de carbono preferidas durante o crescimento micelial sdo o
amido, glucose, frutose, maltose, manose, sacarose, pectina, celulose e lignina. As
fontes de nitrogénio utilizadas pelo micélio do género Pleurotus séo peptona, farinha
de soja, milho moido, extrato de levedura, sulfato de amdnio, asparagina, serina,
alanina e glicina. As temperaturas para crescimento do micélio sdo cercade 24 a 28 °C
e a variagao de pH entre 5,5 e 6,5 (VIEIRA, 2001).

As necessidades de luminosidade do micélio sao diferentes ao longo dos
varios estagios de crescimento. O crescimento micelial ndo necessita de qualquer tipo
de luz, e o cultivo em lugares escuros tem sido melhor do que luminosos (VIEIRA,
2001).

Ha uma ampla variedade de residuos vegetais, tais como serragem, palha,
bagacos, sabugos de milho, algodao, folhas e cascas de banana, arroz e café, que
sao fonte de carbono e nitrogénio necessarias para o cultivo de fungos (VIEIRA, 2001).
Nesse contexto, a crueira de mandioca pode ser uma matéria prima promissora para

o cultivo de Pleurotus albidus para a produgao de -glicosidases, pois possui alto teor


https://image.slidesharecdn.com/reinofungi2ano-120501165522-phpapp02-130822131121-phpapp02/95/reino-fungi-4-638.jpg?cb=1377177153
https://image.slidesharecdn.com/reinofungi2ano-120501165522-phpapp02-130822131121-phpapp02/95/reino-fungi-4-638.jpg?cb=1377177153
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de amido e baixo teor de cinzas, tornando-a um substrato potencialmente adequado
aos processos biotecnolégicos de bioconversdo (FERRAZ et al. 2016). Contudo,
condicdes de umidade da crueira e temperatura de cultivo necessitam ser
investigadas para avaliar os efeitos sobre a atividade das enzimas B-glicosidases

produzidas.

3.3 Cultivo em estado sélido do género Pleurotus para a produgao de -
glicosidases

Fermentacdo ou cultivo em estado soélido € um método adotado para
realizar o crescimento de microrganismos em meios de cultivo ou substratos com
conteldo e atividade de agua reduzidos. Assim sendo, os fungos filamentosos sao os
gue tém melhor crescimento nessas condicfes, pois sao capazes de crescerem com
pouca agua e muitos solidos presentes, além de sua forma de crescimento, por meio
de hifas, favorecer a colonizagdo do meio (Durand, 2003). O substrato na fase sélida
atua como fonte de carbono, nitrogénio e demais componentes necessarios ao
desenvolvimento do microrganismo (PINTO et al, 2005).

Destaca-se que o tipo de enzima produzida dependera da composicado do
substrato. O crescimento do microorganismo pode ocorrer na superficie ou em todo
substrato, dependendo da porosidase e da umidade do substrato (GERVAIS, MOLIN,
2003; MOO-YOUNG et al, 1983). Convém que os substratos contenham umidade
suficiente para que possa ocorrer o crescimento e sustentabilidade ao metabolismo
do microrganismo.

Condi¢des de cultivo em estado soélido de fungos do género
Pleurotus para a produgédo de B-glicosidases sao destacados em Alexandrino et al
(2007), para o substrato de residuos de laranja, com 85% de umidade e temperatura
de cultivo de 28 °C, a melhor condi¢ao para produgao de B-glicosidases ficou em 28 °C
e umidade de 80%. Zamora (2017) relata que em substrato de Alstroemeria, uma
bulbosa da América do Sul, as condi¢cbdes de cultivo com umidade inata de 10,1% e
temperatura entre 24 e 32 °C, teve a melhor condicdo para B-glicosidases com alta
concentracdo de substrato. Para Cardoso, (2012), os fungos do género Pleurotus
apresentaram temperatura de maxima atividade a 40 °C. E, por ultimo, Fernandes
(2012) atesta 28 °C para o substrato, com umidade de 65%, e 25 °C como melhor

condigao para produgao de (B-glicosidases.
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As vantagens do cultivo em estado sélido sdao que o sistema desfavorece o
crescimento de bactérias, por serem mais exigentes, e leveduras. Os fungos
filamentosos sdo os mais adaptaveis a esse tipo de processo, pois utilizam pouca
agua e muitos sdlidos presentes (DURAND, 2003), ndo necessita de agitagdo e
aeracao, além de nao gerar efluentes e possuir baixo custo de operagcdo (ZAMORA,
2017).

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Preparo da crueira e cultivo em estado sélido

Os experimentos foram realizados nos laboratérios de analise instrumental,
microbiologia e bromatologia do Instituto Federal de Santa Catarina, Campus de S&o
Miguel do Oeste - SC.

A amostra de crueira bruta foi cedida por duas farinheiras vinculadas a
Associacao das Industrias Processadoras de Mandioca e Derivados de Santa
Catarina (AIMSC) e foi recebida com umidade de 79,8%. Esta foi previamente seca
em estufa de circulagédo de ar forcado a 70° C, por 12 horas até atingir umidade de
24,1 %, triturada em moinho de facas para padronizar a granulometria, e armazenada
sob refrigeracao entre 4 a 7° C, durante todo o estudo experimental.

A cepa utilizada Pleurotus albidus 88F-13, fora disponibilizada da Micoteca
do Laboratorio de Enzimas e Biomassa da Universidade de Caxias do Sul/lUCS-RS,
ja em fase micelial viavel para cultivo.

Em seguida, a umidade da crueira foi ajustada a diferentes valores e discos
de 1 cm de didmetro de Pleurotus albidus 88F-13 em fase micelial foram inoculados
para o cultivo por 14 dias, utilizando um planejamento fatorial 22 (tabela 2), conforme
realizado por Becker, Zenaro e Cadona (2018).

Depois dos 14 dias de cultivo, as amostras foram incubadas em estufa BOD
(CIENLAB, CE-300/360-AU, Brasil) em temperatura pré-estabelecida variando entre
18 2 32° C (x1° C) e umidade variando de 56 a 84 % (x1%). Ao final, as amostras de
crueira de cada frasco foram congeladas, liofilizadas (Liobras, L101, Brasil), trituradas
em moinho analitico (lka 11 basic, St. Louis, MO, EUA) e mantidas a -18 °C até a
extragao e determinagao da atividade de B-glicosidases.
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Tabela 2 — Planejamento fatorial 22 aplicado ao cultivo de Pleurotus albidus

em crueira de mandioca por 14 dias

Variaveis independentes*

Ensaios
x1 (X1) xz (X2)

01 -1 (60%) -1 (20 °C)
02 +1(80%) -1(20°C)
03 -1(60%) +1(30°C)
04 +1(80%) +1(30°C)
05 0 (70%) 0(25°C)
06 0 (70%) 0 (25 °C)
07 0 (70%) 0 (25 °C)

" x, e x, sdo niveis codificados; X;= umidade da crueira e X, =temperatura de cultivo

4.2 Extracao e determinagao da atividade de B-glicosidases

A extragcdo das enzimas [-glicosidase foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Lima, Kurozawa e Ida (2014), com algumas modificagdes.
Aproximadamente 0,4 g de amostras liofilizadas de crueira foi transferida para tubos
falcon de 50 mL e adicionados 6 mL de tampéao citrato 0,05 mol/L (pH 4,5) contendo
NaCl 0,1 mol/L. Esses tubos foram agitados em mesa agitadora orbital (Solab, SL-
180/A, Brasil) por 1 h a 100 rpm e 25 °C. Em seguida, apds essa mistura ser
devidamente homogeneizada, foi transferida para tubos centrifuga, 2 ml, e
centrifugada (Herexi, HR/T16 M, China) por 10 min a 18200 x g e 4 °C e obtidos os
extratos enzimaticos.

Em tubos de ensaio foi pré-incubado, em banho maria, 0,4 mL de extratos
enzimaticos por 10 min a 30 °C, e, em seguida, adicionados a esses tubos 1,6 mL de
solugdo de substrato para-nitrofenil beta-D-glicopiranosideo (p-NPBG) a 1 mmol/L
feita em tampéo acetato 0,1 mol/L pH 4,7. Essa reacao enzimatica foi processada por
30 min a 30 °C. Em seguida, a reagao foi interrompida pela adigdo de 2 mL de solugéo
aquosa de Na2CO3 a 0,5 mol/lL e realizada leitura da absorvancia em
espectrofotdmetro (Biospectro, SP22 Curitiba - PR, Brasil) a 400 nm. Ensaios foram
realizados para avaliar a absorvancia de cada extrato enzimatico sem a reacao

enzimatica, com a incubacao de 0,4 mL de extrato enzimatico e 1,6 mL de tampao
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acetato 0,1 mol/L a pH 4,7. O ensaio branco foi construido por todos os reagentes
menos as amostras.

Em paralelo construiu-se uma curva analitica do produto da reacao
enzimatica, para-nitro fenol (p-NP), com concentragéo variando de 0,004 a 0,032
pmol/mL. Uma unidade de atividade de B-glicosidase (UA) foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para hidrolisar o substrato p-NPBG e liberar 1 ymol

de p-NP por minuto de reacio.

4.3 Analise estatistica

Os efeitos das variaveis independentes de umidade da crueira (x;) e da
temperatura de cultivo (x,) sobre a fungao resposta da atividade de B-glicosidades (Y)
foram investigados por um planejamento fatorial completo, por meio do seguinte

modelo linear: (Eq. 1).

Y=,30+,31x1+,32x2+e Eq.1

Onde: Y = fungao resposta, x; € x, = niveis codificados das variaveis
independentes, 8 = coeficientes de regressao, e = erro experimental.

O modelo foi obtido por meio de regressao linear e submetido a analise de
variancia (ANOVA) utilizando o programa Statistica 10.0 (StatSoft, Tulsa, OK, EUA).
O grafico de superficie de resposta foi gerado a partir do modelo ajustado aos dados

experimentais.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os efeitos da umidade da crueira (x;) e da temperatura de cultivo (x,) sobre a
atividade de B-glicosidases foram investigados por meio dos dados experimentais e
modelagem matematica, tal como apresentado na Tabela 3:



18

Tabela 3 — Planejamento fatorial 22 aplicado ao cultivo de Pleurotus albidus em

crueira de mandioca por 14 dias

Variavel resposta
Variaveis independentes”*

Ensaios UA de B-glicosidases/g de crueira
x1 (X1) X, (X5) Yexperimental  Yestimado (EQ. 1)
01 -1 (60%) -1 (20 °C) 0,0311 0,0295
02 +1 (80%) -1 (20 °C) 0,0125 0,0164
03 -1 (60%) +1 (30 °C) 0,0285 0,0324
04 +1(80%) +1(30°C) 0,0209 0,0193
05 0 (70%) 0 (25 °C) 0,0266 0,0244
06 0 (70%) 0 (25 °C) 0,0260 0,0244
07 0 (70%) 0 (25 °C) 0,0255 0,0244

" X1 € X, sdo niveis codificados; X;= umidade da crueira e X, =temperatura de cultivo

Os resultados de Yexperimental €Xpressam a atividade enzimatica determinada por
meio da analise espectrofotométrica. Esses dados foram submetidos a regressao

linear e se obteve o seguinte modelo estatistico (Eq. 2):

Yestimado = 0,024442 — 0,006544x, + 0,001444x, (R = 0,80),  Eq.2

Esse modelo apresentou um coeficiente de determinagao (R?) de 0,80, indicando
que 80 % da variabilidade da atividade de [3-glicosidases é explicada pela variabilidade
da umidade da crueira e temperaturas empregadas no cultivo do Pleurotus albidus.
Portanto, o R? é influenciado pela diferenca observada entre os valores experimentais
de atividade (Yexperimental) € 0S valores preditos ou estimados pelo modelo matematico
(Yestimado).

De acordo com a analise de regressao e de variancia (ANOVA) a umidade da
crueira apresentou um efeito negativo significante (p < 0,05) sobre a atividade de (3-
glicosidases, enquanto que a temperatura ndo teve efeito significante sobre essa

variavel resposta (Tabela 4).
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Tabela 4 — ANOVA do modelo gerado a partir do planejamento fatorial

Fator Grau de
_ SS MS F p
liberdade
X1 1 0,000171 0,000171 15,45 0,017*
Xy 1 0,000008 0,000008 0,75 0,43
Erro 4 0,000044 0,000011 -

*Fator significante (p < 0,05).

Esse efeito pode ser evidenciado por meio do grafico de superficie de resposta

(Figura 5), onde se observa que a medida que a umidade da crueira diminui é
estimado um aumento na atividade de B-glicosidades.

(BN ) sepsooy-d

A

Il > 0,032
Il < 0,031
[ <0,027
I < 0,023
Il <0,019
Il <0,015

Figura 5 — Superficie de resposta gerada em fungdo da umidade da crueira (x;) e

temperatura de cultivo (x,) por 14 dias com Pleurotus albidus.

x; =-1(60%), 0 (70%) e +1 (80%); x, = -1 (20 °C), 0 (25 °C) e +1 (30 °C)
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A partir da combinagdo x; = -1 (umidade da crueira de 60%) e x, = 0O
(temperatura de cultivo de 25 °C), por exemplo, € estimado um valor de atividade de
B-glicosidases de Yestimado = 0,0310 UA/g, com base no calculo realizado pela Eq. 2.

Esse resultado potencializa a utilizagdo de Pleurotus albidus no processo de
conversdo de celulose e hemicelulose na crueira com baixa umidade e em
temperatura ambiente, uma vez que a temperatura ndo apresentou influéncia
significativa sobre a atividade da referida enzima. Isso minimiza custos com
resfriamento ou aquecimento do substrato durante o cultivo. Resultados obtidos por
Zamora (2017) em que no residuo de Alstroeméria, a produgéo de B-glicosidades foi
superior a outras enzimas na variagao de temperatura entre 24 °C a 32 °C e umidade
10,1 + 0,27, corrobora os resultados da pesquisa no que tange a umidade. E muito
variavel o teor de umidade para o cultivo em estado sélido, pois o resultado depende
da natureza do material, das necessidades do microrganismo e da expressao de
metabdlitos desejados (PANDEY et al. 2000). Geralmente fungos precisam de menor
umidade, sendo que 40-60% pode ser suficiente (SINGHANIA et al. 2009).

Castro e Pereira Jr, 2010 afirmam que a umidade pode variar de 30-85%.

Devido a crueira possuir concentragao elevada de amido houve predominancia
na produgédo de amilases durante o cultivo de Pleurotus albidus, com consequente
formacgao de agucares redutores, tal como observado por Becker et al. (2018). Assim
sendo, o baixo teor de compostos lignoceluloliticos na crueira faz com que as B-
glicosidases nao sejam as enzimas produzidas prioritariamente por esse macrofungo.
Grande parte das B-glicosidases conhecidas é fortemente inibida por glicose (SOUZA
etal. 2013; MELEIRO et al. 2014; YUN et al. 2001; HOH, YEOH, TAN, 1992). Destaca-
se que o excesso de agucares redutores produzido ao longo do cultivo pode ter
reduzido a atividade dessas enzimas pelo fendbmeno de inibigdo pelo produto sendo
um fator limitante de sua eficacia para o resultado final (SOUZA et al. 2013).

6 CONCLUSAO

A producgao de B-glicosidases por Pleurotus albidus em crueira de mandioca foi
estimulada em umidade baixa, enquanto que a temperatura de cultivo ndo exerceu
efeito significante sobre a sintese dessas enzimas. A concentragdo baixa de
compostos lignoceluloliticos também pode ter influenciado a atividade de [3-
glicosidases. Portanto, & necessario investigar condigbes de cultivo com umidade
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mais baixa e outra faixa de temperatura que promova a maxima produgao dessas

enzimas para viabilizar a sua extragao, purificacéo e aplicagdo posteriores.
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