UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DE TECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA QUIMICA (PEQ-UFS)

PAULA ACIOLY WANDERLEY CAVALCANTE

PRODUCAO DE CELULASES UTILIZANDO RESIDUOS LIGNOCELULOSICOS
COMO SUBSTRATO NA FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

Séo Cristovéo (SE)
2017



PAULA ACIOLY WANDERLEY CAVALCANTE

PRODUCAO DE CELULASES UTILIZANDO RESIDUOS LIGNOCELULOSICOS
COMO SUBSTRATO NA FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Engenharia Quimica, como
requisito parcial a obtencéo do titulo de Mestre

em Engenharia Quimica.

Orientador: Prof. Dr. Roberto Rodrigues de Souza

Coorientadora: Prof.2 Dr.2 Cristina Ferraz Silva

Séo Cristovéo (SE)
2017



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA BIBLIOTECA CENTRAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE

Cavalcante, Paula Acioly Wanderley

C376p Producgdo de celulases utilizando residuos lignocelulésicos como
substrato na fermentagdo em estado solido / Paula Acioly
Wanderley Cavalcante; orientador Roberto Rodrigues de Souza. -
Sao Cristévao, 2017.

107 F.: il.

Dissertacao (mestrado em Engenharia Quimica) — Universidade
Federal de Sergipe, 2017.

1. Engenharia quimica. 2. Fungos. 3. Fermentagdo - Estado
solido. I. Souza, Roberto Rodrigues de, orient. II. Titulo.

CDU: 66.095




PAULA ACIOLY WANDERLEY CAVALCANTE

PRODUCAO DE CELULASES UTILIZANDO RESIDUOS LIGNOCELULOSICOS
COMO SUBSTRATO NA FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

Dissertagio aprovada no Programa de Pos-Graduagdo em Engenharia Quimica da Universidade

Federal de Sergipe em 22 de fevereiro de 2017.

BANCA EXAMINADORA

i

Roberto Rodg%;’_;{dﬁrﬂr—‘ﬁﬁéhtador
(Universidade Federal de Sergipe — UFS)

CristinaLEe{raz Silva, Dr.* — Coorientadora
(Universidade Federal de Sergipe — UFS)

Ano. Koo dr Sowne. Sbud
Ana Karla de Souza Abu‘df Dt

(Universidade Federal de Sergipe — UFS)

(Universidade Federal de Sergipe — UFS)



A minha lai4, por todo amor, carinho e

compreensao.



AGRADECIMENTOS

Meus agradecimentos vao primeiramente a Deus, que me concedeu a vida e a
oportunidade de viver rodeada de pessoas que me amam e que querem o melhor para mim.
Além de ter me dado forgas para suportar e transpor todos os obstaculos que surgiram ao longo

do caminho.

Agradeco a minha avé Lourdes (laia), uma mulher de um carater admiravel e uma
grande educadora, que sempre me apoiou e ndo mediu esforgos para que meu futuro fosse
brilhante. Realmente, € um exemplo a se seguir. A minha méde Nara, uma mulher batalhadora,
que me deu nog&o do que é certo e errado, e que nunca deixou que nada comprometesse a minha
formacdo profissional. Ao meu padrasto Denis, que sempre me aconselhou, e também aos meus
irmdos Hugo e lgor, obrigada por tudo. Ao meu Tio Paulo, que sempre acompanhou minha
jornada de estudos, e que, com certeza, torce por mim. Em suma, agradeco a todos os meus
entes queridos, que me deram total apoio e o suporte necessario, quando resolvi mudar de

Estado, para lutar pelos meus objetivos. Meus sinceros agradecimentos.

Ao meu namorado Daniel pelo incentivo, pela ajuda e por ter me apoiado durante todo
0 periodo do curso. Obrigada por me mostrar que sou capaz de superar minhas insegurancas e

me adaptar a mudancas, e também por me amparar nas horas de angustia.

Aos meus sogros, Daniel e Cléa Costa, pelas visitas, pelo apoio e pela preocupacéo

com meu bem-estar durante a minha estada em Aracaju/SE.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Roberto Rodrigues de Souza, pela paciéncia e pelo
auxilio necessario para a conclusdo deste trabalho. Também o agradeco pela grande e
importante ajuda em um momento de adversidade. Professor, obrigada por ser um orientador

compreensivo, prestativo e por toda confianca em meu potencial.

A minha coorientadora, Prof.2 Dr.2 Cristina Ferraz Silva, por ter se mostrado disponivel

para qualquer ajuda que eu precisasse.



Agradeco a Prof.2 Dr.2 Ana Karla de Souza Abud, que me ajudou e me apoiou durante
toda a realizacéo deste trabalho. Muito obrigada por tudo que fez por mim, por ter me auxiliado
nos momentos de dificuldade, por todas as orientacdes e conversas.

Agradeco aos amigos, Rodrigo, Layse e Gerlan, que me apoiaram mesmo com a
distancia, seja em momentos alegres ou nos mais tristes, sempre dispostos a proferir palavras

de conforto.

Aos amigos de sempre e para sempre, Ruth, Andressa, Camila, Raul e Anderson, por

todas as conversas e por todos os momentos de descontragéo.

Ao Cadu, por estar sempre disponivel para tirar minhas duvidas e pelos sabios

conselhos.

Aos colegas de curso, pelas madrugadas de estudos e por todas as experiéncias
compartilhadas. Em especial a Jéssica, que esteve ao meu lado em todos os momentos, com
certeza uma amiga para a vida toda, e ao Cliff, que suportou as minhas reclamacdes e me apoiou

nos momentos dificeis. Cliff, obrigada pela minha novela mexicana.

Aos colegas do LABAM, por toda ajuda concedida. Agradeco ao Diego, por todo
auxilio com a elaboracdo do planejamento experimental, por ter me apresentado a funcéo de
desejabilidade, que foi muito importante para os meus dados, e por todas as orientacdes.

Também sou grata a Anita, por todas as divertidas conversas e pelos momentos de orientacéo.

Aos professores da Pds-graduacao em Engenharia Quimica, que foram cruciais para o

meu desenvolvimento intelectual. Muito obrigada a todos.

A CAPES, pelo auxilio financeiro que possibilitou a concretizacio deste trabalho.



RESUMO

A biomassa vegetal é utilizada como substrato na producdo de celulases, pois a celulose
presente em sua estrutura pode ser convertida a carboidratos, por meio de processos
fermentativos, a combustiveis e outros produtos de alto valor agregado. Este trabalho teve como
objetivo estudar o potencial dos residuos de folhas, bagago de cana e sabugo de milho na
producdo de celulases a partir do fungo A. niger por cultivo em estado sélido, além de avaliar
a influéncia da concentracéo final do indculo, pH inicial, temperatura e umidade nas atividades
enzimaticas e especificas da celulase total (FPase) e da endoglucanase (CMCase). O processo
fermentativo foi realizado com trés diferentes residuos em Erlenmeyers de 250 mL, contendo
7,5 g de substrato com 55% de umidade. Os frascos foram incubados a 30 °C durante 120 h.
Foi realizado um planejamento fatorial 24, com trés repeticdes no ponto central, para a
otimizacdo da producéo de celulases com os residuos de folhas, a qual foi maximizada a partir
da funcdo de desejabilidade. Nessa etapa, as fermentacGes foram realizadas em frascos
Erlenmeyers de 125 mL, com 3,5 g de substrato, incubados durante 192 h. O perfil cinético foi
delineado a partir das atividades enzimaticas e especificas da celulase total e da endoglucanase,
dos acucares redutores totais (ART) e do crescimento microbiano. Para as folhas, as maiores
atividades enzimaticas foram obtidas em 48 e 72 h, com 0,78 £+ 0,00 U/g para FPase e 1,53 +
0,01 U/g para CMCase, respectivamente. No caso do bagaco de cana, a FPase atingiu maior
atividade em 120 h (1,09 £ 0,01 U/g), enquanto a CMCase foi maior em 72 h (2,40 + 0,02 U/qg).
O sabugo de milho exibiu maior atividade em 120 h para a FPase (1,06 + 0,01 U/g) e em 96 h
para CMCase (3,37 = 0,02 U/g). As atividades especificas dos residuos de folhas apresentaram
um pico maximo em 48 h (1,29 + 0,01 U/MQproteinas) para a FPase e em 72h (1,77 + 0,01
U/mgproteinas) para a CMCase. Para o bagaco de cana, a atividade especifica méxima da FPase
fOi em 120 h (1,40 + 0,01 U/mgproteinas) e da CMCase em 96 h (3,44 + 0,04 U/mgproteinas). O
sabugo de milho apresentou maiores atividades especificas em 72 h, tanto para a FPase (1,95 +
0,35 U/mQproteinas) quanto para a CMCase (5,84 + 0,06 U/mgproteinas). A partir da otimizagdo do
processo, 0s valores 6timos para as atividades enzimaticas foram de 0,84 U/g para a FPase e
1,51 U/g para a CMCase, com desejabilidade global de 0,96. J& os pontos étimos das atividades
especificas foram de 4,94 U/mQproteinas para a FPase e 4,89 U/MQproteinas para CMCase, com
desejabilidade global de 0,63. Os resultados indicaram a capacidade do fungo de produzir
celulases nos trés residuos e em curtos tempos de fermentacéo, principalmente para as folhas.
As variaveis estudadas influenciaram as atividades enzimaticas e especificas da FPase e da
CMCase, pois os seus efeitos individuais ou em conjunto interferiram no crescimento
microbiano e no consumo do substrato, fornecendo uma boa producéo de enzimas.

PALAVRAS-CHAVE: Aspergillus niger; fermentacdo em estado sélido; celulase.



ABSTRACT

Vegetable biomass is utilized as a substrate for the production of cellulases since cellulose
present in its structure can be converted to a carbohydrate, through fermentation processes, fuel,
and other products with high added value. The objective of this work was to study the potential
of leaves residues, sugarcane bagasse and corn cob in the production of cellulases from the A.
niger fungus by solid-state cultivation. In addition to evaluating an influence of the final
concentration of inoculum, initial pH, temperature and moisture in enzymatic and specific
activities of total cellulase (FPase) and endoglucanase (CMCase). The fermentation process
was carried out with three different residues in Erlenmeyer of 250 mL containing 7,5 g of the
substrate with 55% of moisture. The flasks were incubated at 30 °C for 120 h. A 2* factorial
design was made with three replications at the central point for the optimization of the cellulase
production with the leaves residues, which was maximized from the desirability function. At
this stage, the fermentations were carried out in 125 mL Erlenmeyer flasks with 3,5 g of the
substrate and incubated for 192 h. The kinetic profile was delineated from the enzymatic and
specific activities of total cellulase and endoglucanase, total reducing sugars and microbial
growth. The highest enzymatic concentrations for leaves were obtained at 48 and 72 h with 0,78
+ 0,00 U/g for FPase and 1,53 + 0,01 U/g for CMCase, respectively. For sugarcane bagasse,
FPase reached a higher activity in 120 h (1,09 £ 0,01 U/g) whereas the CMCase was higher at
72 h (2,40 = 0,02 U/g). The corn cob showed higher activity at 120 h for FPase (1,06 = 0,01
U/g) and at 96 h for CMCase (3,37 £ 0,02 U/g). The specific activities of the leaves residues
showed a peak at 48 h (1,29 + 0,01 U/mgproteins) for FPase and at 72h (1,77 + 0,01 U/mQproteins)
for CMCase. The maximum specific activity of FPase for sugarcane bagasse was 120 h (1,40 +
0,01 U/mgproteins) and CMCase at 96 h (3,44 = 0,04 U/mgproteins). Corn cob presented higher
specific activities at 72 h for both FPase (1,95 + 0,35 U/MmQproteins) and CMCase (5,84 + 0,06
U/mgproteins). From the optimization process, the optimal values for enzyme activities were 0,84
U/g to FPase and 1,51 U/g for the CMCase with the overall desirability of 0,96. The optimal
points of the specific activities were 4,94 U/mgproteins for FPase and 4,89 U/mQproteins fOr
CMCase with a global desirability of 0,63. The results indicated the capacity of the fungus to
produce cellulases in three residues and in short fermentation times, mainly for the leaves.
Studied variables influenced the enzymatic and specific activities of FPase and CMCase since
their individual or aggregate effects interfered in the microbial growth and the consumption of
the substrate, providing a good production of enzymes.

KEYWORDS: Aspergillus niger; solid-state fermentation; cellulase.
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1 INTRODUCAO

Recurso organico renovavel e abundante, a biomassa lignocelulsica tem como
componentes principais os biopolimeros celulose, hemicelulose e lignina. Os residuos
agroindustriais, tais como palha de milho, palha de trigo e bagaco de cana séo exemplos deste
tipo de material, cujo potencial consiste na sua conversao em varios produtos de maior valor
agregado através da hidrolise da lignocelulose em agucares soliveis quando, entdo, os aglcares
sdo metabolizados por vias naturais ou modificados de acordo com a sua finalidade. No entanto,
a biomassa lignocelulosica é resistente a biodegradacdo pelos microrganismos devido as suas
propriedades estruturais e quimicas, sendo fundamental o uso de enzimas (BISWAS et al.,
2014; ZHENG et al., 2014).

Dessa forma, a eficiéncia da bioconversao desse material em agucares fermentesciveis
depende da facilidade com que os microrganismos agem na estrutura da celulose. Os fatores
que dificultam essa acessibilidade sdo divididos em diretos, os quais se referem a éarea
superficial acessivel da celulose, e indiretos, relativos a sua composicao quimica, tais como o
conteddo de lignina e hemicelulose, ja que atuam como uma barreira fisica, e o0s relacionados a
sua estrutura, ou seja, 0 tamanho das particulas e a porosidade (MENG e RAGAUSKAS, 2014).

O bagaco de cana-de-agucar é o principal subproduto da inddstria de cana-de-agucar,
sendo composto por cerca de 50% de celulose, 25% de hemicelulose e 25% de lignina. Em
virtude da sua abundante disponibilidade, pode ser considerado como um substrato ideal para
a producdo de produtos de valor agregado. Varios processos utilizam o bagaco de cana-de-
acucar como matéria-prima, a exemplo da geracdo de eletricidade e da producéao de celulose e
papel, além dos produtos baseados na fermentacdo, tais como enzimas, bioetanol, &cidos
organicos, alcaldides, racdo para animais enriquecida com proteinas, antibidticos, entre outros.
Um dos processos utilizados para essas bioconversdes é a fermentacdo em estado solido
(PANDEY et al., 2000; SINDHU et al., 2016).

No Brasil, a quantidade de cana-de-acUcar processada pelas unidades produtoras na
safra 2015/2016 totalizou 666.824 milhdes de toneladas, sendo 49.115 milhdes de toneladas na
regido norte-nordeste (UNICA, 2017). O excedente de bagaco disponivel para a conversdo da
biomassa em acgucares redutores e producdo de etanol, além de outros usos, situa-se entre 7 e
10% do bagaco total, ou seja, aproximadamente 280 kg de bagaco por tonelada de cana-de-
acucar (SOARES e ROSSELL, 2004).
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Outro material que pode ser aproveitado como substrato em bioconversdes é o sabugo
de milho, residuo da producéo de milho. Além de ser utilizado na producéo de celulases, uma
vez que apresenta um elevado teor de celulose, assim como o bagaco de cana, também pode ser
uma fonte significativa de biomassa lignocelul6sica para a producéo de biocombustiveis devido
ao seu baixo teor de lignina (= 10%) e alto teor de carboidratos (= 70%), apresentando baixa
recalcitrancia para a enzima e a atividade microbiana (WANG et al., 2011; HARINI e
KUMARESAN, 2014). Os dados do décimo segundo levantamento da producdo (safra
2015/2016) mostraram que foram produzidas 66.979,5 milhdes de toneladas de milho, juntando
todas as regides brasileiras (CONAB, 2016), onde para cada 100 kg de espigas de milho,
aproximadamente 18 kg séo formados por sabugo (ZIGLIO et al., 2007).

Os residuos de plantas, como as folhas, também podem ser empregados na producéao
de celulases. Folhas de palmeira, por exemplo, podem ser uma boa fonte de celulose e outros
fatores de crescimento para a producéo de celulase e, em uma base peso-substrato, parecem ser
melhores que a celulose pura (ABULNAJA e ABOU-ZEID, 1993). Além disso, esses residuos
sdo abundantes e o seu uso como substrato pode diminuir os possiveis impactos negativos ao
meio ambiente e potencializar a reducdo de custos do processo.

O interesse em estudar a producao de enzimas se deve ao fato que, em comparacdo aos
catalisadores quimicos, as enzimas sao mais eficientes, pois oferecem processos muito mais
competitivos. Atualmente, o ndmero de aplicagdes industriais das enzimas é elevado,
principalmente devido aos avancos na tecnologia de engenharia de proteinas e das necessidades
econdbmicas e ambientais. A celulase, formada por trés componentes enzimaticos,
endoglucanase, exoglucanase e B-glicosidase, apresenta uma vasta utilizacdo nas industrias de
biocombustiveis, de celulose e papel, de detergente e téxtil. Esta enzima é capaz de
despolimerizar as cadeias de celulose no substrato lignocelulésico para produzir menores
unidades de acucar, que consistem em celobiose e glicose (YOON et al., 2014; CHOI et al.,
2015).

A celulase pode ser produzida por diversos microrganismos, como fungos e bactérias,
sendo dada énfase a producdo pelos fungos filamentosos do género Aspergillus. Embora
também seja produzida por fermentacdo submersa, a maioria dos estudos relatam sua producéo
pela fermentacdo em estado solido, ja que apresenta um processamento mais simples e com
baixo risco de contaminacdo (CASTRO e SATO, 2015).

A fermentacdo em estado solido (FES) envolve a matriz solida (substrato), que pode
ser a fonte de nutrientes ou apenas um suporte impregnado pelos nutrientes necessarios para o

desenvolvimento dos microrganismos. Trata-se de um processo realizado na auséncia ou quase
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auséncia de agua livre. Para obter fermentagdes com altos rendimentos, deve-se levar em
consideracdo a relacéo entre a fisiologia dos microrganismos e os fatores fisico-quimicos do
processo. Estes fatores incluem a temperatura, o pH, a aera¢do, a atividade de agua e a umidade,
a natureza do substrato solido, entre outros (SINGHANIA et al., 2009).

A finalidade deste trabalho foi estudar a utilizacdo dos residuos lignocelulésicos, tais
como, bagaco de cana, residuos de folhas e sabugo de milho, na producéo de celulases a partir
do fungo filamentoso Aspergillus niger por fermentacéo em estado s6lido. Também se buscou
avaliar a influéncia da concentracdo final do inéculo, pH inicial, temperatura e umidade do
substrato nas atividades enzimatica e especifica da celulase total e da endoglucanase. Para
alcancar esta finalidade, foram tragados 0s seguintes objetivos especificos:

e Avaliar o potencial dos residuos lignoceluldsicos na producéo da celulase total (FPase)
e endoglucanase (CMCase);

e Determinar as atividades enzimaticas da celulase total e da endoglucanase no extrato
enzimatico proveniente da fermentagéo em estado solido;

e Determinar as atividades especificas da celulase total e da endoglucanase a partir do
teor de proteinas totais do extrato enzimatico;

e Analisar o consumo do substrato pelo microrganismo;

e ldentificar quais as variaveis que influenciam as atividades enzimatica e especifica da

celulase total e da endoglucanase por meio do planejamento fatorial no melhor residuo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

A parede celular das plantas é uma estrutura caracterizada por uma malha de
polissacarideos, proteinas estruturais e compostos fendlicos, que tem a funcdo de proteger a
célula vegetal contra tensbes externas, além de fornecer suporte estrutural e mecanico para 0s
tecidos da planta. Apesar disso, sua estrutura, bem como sua composi¢éo, pode variar entre as
diversas espécies de plantas, tecidos e células e, até mesmo, nas suas paredes primaria e
secundaria. A biomassa lignocelulésica, derivada das paredes celulares, é uma rica fonte de
biopolimeros, produtos quimicos e aglcares, servindo como inspiracdo para as industrias de
biotecnologia, biocombustiveis e biomateriais, ja que € um material amplamente disponivel e
barato (WEI et al., 2009; GUERRIERO et al., 2016).

O principal componente da biomassa é a lignocelulose, que compreende cerca da
metade da matéria vegetal produzida por fotossintese, sendo o recurso organico renovavel mais
abundante no solo. As plantas desenvolveram a capacidade de sintetizar a lignocelulose como
um meio para resistir ao estresse biotico e abiotico e, com isso, permitir que a parede celular
seja reforcada contra patdgenos, mantendo sua arquitetura dinamica. Isto foi possivel devido a
sua composicao heterogénea, que apresenta uma variedade de ligacbes quimicas entre
diferentes polimeros (SANCHEZ, 2009; DAMM et al., 2016).

Normalmente, a parede celular vegetal € composta por celulose (20 — 50%),
hemicelulose (15 — 35%) e lignina (10 — 30%). A celulose encontra-se cercada pelos outros dois
polimeros, sendo a lignina o polimero que une o conjunto. A porcentagem de celulose e
hemicelulose na biomassa lignocelul6sica corresponde a carboidratos, os quais pode ser
convertidos em combustiveis e produtos quimicos por fermentacdo. A hidrolise da
lignocelulose, por exemplo, libera agucares redutores, que sdo usados para a producdo de
biogas, bioetanol, acidos organicos, enzimas e biossorventes (KIM, 2013; MORRELL, 2014;
PAYNE et al., 2015; RAVINDRAN e JAISWAL, 2016).

Alguns fatores afetam a conversdo bioldgica da biomassa e estes incluem barreiras
quimicas e fisicas que inibem a hidrolise enzimatica. Os carboidratos, em especial a celulose
da planta, ttm uma estrutura recalcitrante, altamente cristalina, que dificulta bastante a sua
hidrélise enzimética. A presenca de lignina € outro fator que dificulta a reacdo enzimatica e a

fermentacdo microbiana. Logo, reduzir o conteddo de lignina € desejavel durante o pré-
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tratamento, que tem como objetivo tornar a biomassa lignoceluldsica passivel de reacbes
enzimaticas (sacarificacdo), com custo de processamento razodvel. Alguns resultados,
frequentemente observados do pré-tratamento incluem: (1) a diminuicdo do teor de lignina,
hemicelulose e outros componentes; (2) o aumento da area de superficie, porosidade e tamanho
do poro; (3) a diminuicdo da cristalinidade da biomassa. Estes tratamentos proporcionam
melhores taxas e rendimentos de hidrélise (KIM, 2013; KIM et al., 2016). Algumas técnicas de

pré-tratamento estao resumidas na Tabela 1.

Tabela 1 — Métodos de pré-tratamento para as matérias-primas lignocelulésicas antes da hidrolise

enzimatica da celulose

Método de pré-
tratamento

Principais efeitos

Produtos quimicos

Formagcao de
subproduto

Acido-base

Hidrotermal

Alcalino

Oxidativo

Processos de polpacéo
quimica

Solventes alternativos

Hidrolise de
hemiceluloses a
monossacarideos

Solubilizacédo de
hemiceluloses sem
hidrolise completa

Remocdo da lignina e
uma parte menor de
hemiceluloses

Remocéo de lignina e
parte das
hemiceluloses

Métodos que visam
lignina e, até certo
ponto, hemiceluloses

Dissolucéo de
componentes
lignocelulésicos
especificos ou de toda
biomassa

Envolve catalisadores,
como: H,SOq4, SO,
HCI, HsPO4

Sem aditivos

Envolve alcalis, tais
como: NaOH,
Ca(OH)z, NH3

Envolve oxidantes,
como: H,0, e O,
(condicdes alcalinas),
e 03

Polpacéo Kraft,
sulfito, soda,
organossolve

Liquidos i6nicos

Acidos carboxilicos
alifaticos, compostos
fendlicos, furanos,
entre outros

Acido acético,
pequenas quantidades
de aldeidos furanicos

Acido acético,
hidroxiacidos, acidos
dicarboxilicos,
compostos fendlicos

Acidos alddnico,
aldarico, furoico,
fenolicos, acético

Acidos alifaticos

Dependente do
solvente e condigOes

Fonte: Adaptado de Jonsson e Martin (2016)

Muitas inddstrias geram residuos vegetais como subprodutos, os quais apresentam
celulose, hemicelulose e lignina em sua composi¢do, como: residuos de trigo e arroz, cascas e
bagaco de frutas e vegetais, residuos de soja e algodéo, residuos de péo, gréos de cervejaria,

entre outros (EL-BAKRY et al., 2015). Estes materiais sdo bastantes estudados por



20

pesquisadores, sendo aproveitados como substrato na producdo de enzimas celuloliticas.
Ressaltam-se trabalhos com farelo de trigo e palha de arroz (NARRA et al., 2012; DAS et al.,
2013), bagago de cana (CUNHA et al., 2012a; GASPAROTTO et al., 2015), sabugo de milho,
grama, cascas de abacaxi e cascas de batata (BANSAL et al., 2012), residuos de coco
(MRUDULA e MURUGAMMAL, 2011), entre outros. Na Tabela 2, s&o apresentados algumas

biomassas com a sua composicao.

Tabela 2 — Composicao de alguns materiais lignocelulésicos
Composicgéo (%)

Material lignocelulésico Referéncia
Celulose  Hemicelulose Lignina
Fibra de coco 36 — 43 0,15-0,25 41 - 45 VARMA et al. (1984)
Gramineas 30-50 10 - 40 5-20 McKENDRY (2002)
Casca de nozes 25-30 25-30 30-40 SUN e CHENG (2002)
Jornal 40 - 55 2540 18 -30 SUN e CHENG (2002)
Folhas 15-20 80 -85 0,00 HOWARD et al.(2003)
Papel 85-99 0,00 0-15 HOWARD et al. (2003)
Sabugo de milho 45,0 35,0 15,0 HOWARD et al. (2003)
Fibra de milho 15,0 35,0 8,00 SAHA (2003)
Palha de arroz 35,0 25,0 12,0 SAHA (2003)
Palha de trigo 30,0 50,0 20,0 SAHA (2003)
Casca de banana 13,2 14,8 14,0 MONSALVE G. et al. (2006)
Palha de milho 40,0 25,0 17,0 WANG et al. (2013)
Bagaco de cana 454 28,7 23,4 TYE et al. (2016)

Fonte: Autora (2016)

2.1.1 Celulose

A celulose (CsH100s5)n € um polissacarideo linear, semi-flexivel, unido por ligagdes -
1,4-glicosidicas (Figura 1) e, por apresentar moléculas de cadeias longas, é auto-organizado em
estruturas cristalinas e ndo cristalinas (amorfas). Isto ocorre quando a mesma € biossintetizada
em plantas ou outros organismos ou quando é coagulada, ou regenerada a partir de uma solucéo
(BUDTOVA e NAVARD, 2015; GUERRIERO et al., 2016).

Suas cadeias sdo embaladas em microfibrilas, isto é, em polimeros ndo-ramificados,

com cerca de 15.000 moléculas de glicose anidra, que se organizam em ligagdes B-1,4, as quais
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sdo estabilizadas por ligacbes de hidrogénio. Estas fibrilas sdo ligadas umas as outras por
hemiceluloses e por polimeros amorfos de diferentes agucares, além de outros polimeros, tais
como a pectina, e sdo cobertas por lignina. As regides cristalinas de celulose sdo mais resistentes
a biodegradacdo do que as partes amorfas, ja que sdo empacotadas com tanta forca que
moléculas pequenas, como a agua, ndo conseguem entrar em sua estrutura complexa. A
completa despolimerizagéo da celulose produz apenas um produto, a glicose (STICKLEN,
2008; HORN et al., 2012; MENON e RAO, 2012).

Celobiose

OH
HO OH O Ho o
HO (o] o} o
OH OH
Grupo terminal nio redutor Unidades de anidroglicose Grupo terminal redutor
n = valor do grau de polimeriza¢io
Figura 1 — Estrutura molecular da celulose
Fonte: Adaptado de klemm et al. (1998)

OH

OH
OH

2.1.2 Hemicelulose

Depois da celulose, as hemiceluloses séo os polissacarideos mais abundantes na parede
celular das plantas. Entretanto, diferente da celulose, que € um homopolissacarideo, a
hemicelulose é um heteropolissacarideo de estrutura complexa, composta por seis agucares
principais: glicose, xilose, manose, galactose, arabinose e ramnose, e pequenas quantidades de
acidos glicurdnico e galacturénico, dependendo da fonte. Destaca-se a xilose como o principal
componente em um grande nimero de espécies de biomassa lignocelulésica (PENG et al.,
2012; KIM, 2013; JONSSON e MARTIN, 2016).

Geralmente, as hemiceluloses sdo ligadas a outros componentes da parede celular,
como celulose, proteinas, lignina e compostos fenolicos, por ligacBes covalentes e de
hidrogénio, e por interacdes hidrofobicas e ibnicas. Ainda apresentam baixo grau de
polimerizacdo e sdo menos ordenadas, ou seja, mais amorfas do que as celuloses. Em
consequéncia, sdao mais faceis de serem degradadas, condicdo que ndo impede que as
hemiceluloses passem por um pré-tratamento antes da sua hidrélise (PENG et al., 2012; KIM,
2013). Sua degradacdao produz uma mistura de diferentes actcares, que pode conter quantidades

substanciais de pentoses, dificeis de fermentar por leveduras tradicionais. As Xilanas sdo o tipo
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mais abundante de hemiceluloses, sendo o componente mais comum da grama e da madeira
(MALHERBE e CLOETE, 2002; SAHA, 2003; HORN et al., 2012). As hemiceluloses

apresentam uma estrutura altamente ramificada, como mostrado na Figura 2.

HOOC

MeO
HO

i OH
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OH
OH,C

OH
Figura 2 — Estrutura molecular da hemicelulose (xilana)
Fonte: Chen et al. (2014)
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2.1.3 Lignina

A lignina é um dos biopolimeros aromaticos mais abundantes e um dos principais
componentes da parede celular das plantas. Ela € formada pela ligacdo oxidativa de monolignois
(derivados do alcool hidroxicinamil), que séo sintetizados na via dos fenilpropandides. Os
principais monoligndis sdo os alcoois coniferil, sinapil e p-cumaril, formados por unidades
monoméricas de guaiacil (G), siringil (S), e p-hidroxifenil (H), respectivamente (Figura 3)
(DIXON et al., 2001; EUDES et al., 2014; CHATTERJEE e SAITO, 2015).

NS hAAL ANAN
OMe MeO OMe
OH OH OH
p-hidroxifenil (H) guaiacil (G) siringil (S)

Figura 3 — Unidades estruturais da lignina
Fonte: Adaptado de Chatterjee e Saito (2015)

Estes trés monoligndis representam a maior parte das unidades de repeticdo, que
formam as moléculas deste polimero. Todavia, outros monoligndis podem estar presentes, em
pequenas quantidades, na macromolécula de lignina. A proporcdo depende do material da
planta, além de haver varios padrdes de interligacdo possiveis entre as unidades individuais,
adicionando uma complexidade para a molécula final (NORGREN e EDLUND, 2014).
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Além disso, a lignina esta ligada covalentemente a hemicelulose e, por esta razéo,
fornece resisténcia e rigidez a parede celular do material vegetal, propiciando uma dificil
degradacdo. Também, mune o sistema vascular com a hidrofobia necesséaria para o transporte
de 4agua e solutos (VANHOLME et al., 2008).

2.1.4 Residuos agroindustriais e producdo de biocombustiveis

Os residuos lignocelulésicos como bagaco de cana-de-acucar, farelo de trigo, sabugo
de milho, palha de arroz, gramineas, cascas de frutas e vegetais sdo abundantes no meio
ambiente, e seu descarte inadequado aumenta a carga biodegradavel, levando a poluicdo
ambiental. Portanto, a utilizacdo adequada desses residuos ndo sO dimunui 0S impactos
ambientais negativos, impededindo a sua acumulagéo e seu potencial de contaminacao de rios
e aguas subterraneas, mas tambem os transforma em matérias-primas Uteis para a obtencdo de
produtos de valor agregado, com importancia industrial e comercial. Estes residuos se destacam
como substratos potenciais para a producdo de combustiveis renovaveis, produtos quimicos e
energia. Sua utilizacdo é vantajosa, visto que sua disponibilidade ndo é prejudicada pela
exigéncia de terras araveis para a producdo de alimentos para consumo humano e animal
(FERREIRA-LEITAO et al., 2010; BHOSALE et al., 2011). O bagaco de cana e o sabugo de
milho sdo brevemente discutidos neste topico.

A cana-de-acUcar (Saccharum officinarum) foi cultivada inicialmente no sudeste da
Asia e na India Ocidental. Em seguida, seu cultivo se estendeu a todas as regides tropicais e
subtropicais, sendo cultivada em cerca de 200 paises, com diferencas de area e produtividade.
O Brasil é o maior produtor de cana-de-agtcar do mundo e contribui com 25% da producéo
total (SINDHU et al., 2016).

O bagaco de cana-de-agucar € um dos maiores subprodutos agroindustriais celulésicos,
obtido apds a trituracao e extracdo do caldo da cana. A maior parte deste residuo é utilizada
pelas fabricas de agucar como combustivel para as caldeiras. Este residuo é considerado um
excelente substrato para a producdo de varios bioquimicos e enzimas por fermentacéo, e seu
alto teor de celulose e hemicelulose viabiliza sua utilizacdo na producdo de bioetanol e outros
combustiveis. A escolha do bagaco de cana como matéria-prima ideal na producdo de novos
produtos é devido ao seu baixo custo de fabricacdo e por fornecer produtos de alta qualidade
mais sustentaveis. E considerado ideal em virtude da sua facilidade de obtencéo, dada a extensa
cultura de cana-de-agUcar, tornando sua oferta constante e estavel, além de ser biodegradavel,
reciclavel e reutilizavel (PANDEY et al., 2000; LOH et al., 2013; SINDHU et al., 2016).
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A producdo de etanol de segunda geragdo a partir da cana-de-agucar é favorecida no
Brasil, j& que o processo pode ser anexado as unidades de etanol/agUcar existentes, requerendo
menor investimento, infraestrutura, logistica e fornecimento de energia. Além disso, como
estariam disponiveis para a producdo deste etanol 12% de bagaco e 50% de palha (folhas),
considerando o teor médio de celulose da biomassa de 30%, seria produzida uma quantidade
razoavel de biocombustivel (FERREIRA-LEITAO et al., 2010).

O milho (Zea mays L.) é uma das plantas mais cultivadas, uma vez que seu cultivo é
possivel desde o Equador até o limite das terras temperadas, e desde o nivel do mar até altitudes
superiores a 3.600 m. Essa adaptabilidade, representada por genétipos variados, é paralela a
variedade de sua utilizacdo como alimento, forragem ou na industria. No Brasil, a cultura do
milho encontra-se amplamente disseminada, em virtude da sua multiplicidade de usos na
propriedade rural e da tradicdo de cultivo desse cereal pelos agricultores. Geralmente, €
utilizado como alimento ou ragdo, produzindo cerca de 46 milhdes de toneladas de residuos,
entre palha, caules e folhas. Mesmo considerando que 50% da quantidade total de residuos
lignoceluldésicos devem ser deixados no campo, mais de 4,4 bilhdes de litros de etanol
celuldsico podem ser produzidos a partir da biomassa excedente (MAGALHAES et al., 2002;
FERREIRA-LEITAO et al., 2010).

O sabugo de milho é o nucleo central de uma espiga de milho, sendo um residuo
agroindustrial abundante em muitas regides produtoras de milho no mundo. Trata-se de um
substrato lignoceluldsico usado, principalmente, como combustivel em fornos ou como estrume
no solo. Porém, a biotecnologia moderna permite a sua utilizagdo como matéria-prima na
producdo de produtos quimicos e combustiveis a partir de microrganismos (LATIF e RAJOKA,
2001; WANG et al., 2012).

Os biocombustiveis sdo uma alternativa atraente aos combustiveis derivados do
petréleo, ja que podem ser usados como combustiveis de transporte com pouca mudanca em
comparacdo com as tecnologias atuais, e tém um potencial significativo para melhorar a
sustentabilidade e reduzir as emissdes de gases do efeito estufa. Os biocombustiveis liquidos
(etanol, biodiesel) ou gasosos (metano, hidrogénio) sdo derivados de materiais organicos como
amido, sementes oleaginosas e gorduras animais, ou celulose (CARERE et al., 2008).

A conversdo de celulose em etanol consiste na hidrélise da celulose e na fermentacéo
dos hidrolisados em etanol. As fibras de celulose sdo agrupadas em uma matriz de pectina,
lignina e hemicelulose, unida por ligac6es covalentes. Cada macrofibra de celulose € composta
por feixes cristalinos de cadeias individuais de celulose. Uma forma ideal para liberar os

acucares soluveis da lignocelulose € utilizar enzimas celulases (CHENG e TIMILSINA, 2011).
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Segundo Lynd et al. (2008), sdo estudadas duas abordagens para a produgdo de
biocombustiveis a partir da biomassa usando celulases: (1) processo de SHF (fermentacdo e
hidrélise separadas), no qual os polimeros da parede celular das plantas sdo hidrolisados por
enzimas livres em uma etapa e 0s agucares resultantes sao fermentados em uma segunda etapa;
(2) bioprocessamento consolidado (CBP), onde a biomassa sera convertida em biocombustivel
em uma Unica etapa, utilizando uma bactéria anaerdbia, que pode hidrolisar a parede celular
das plantas e fermentar os agUcares resultantes em etanol, ou seja, a hidrolise e a fermentacéo
ocorrem em um Unico processo. O bioprocessamento consolidado pode ser considerado o
processo mais eficiente, uma vez que é realizado em um Unico recipiente e ndo necessita de
adicdo de enzimas. Também ndo ha acumulo de agUcares, para que ndo ocorra a inibicdo das
celulases. Ainda assim, apresenta alguns problemas que afetam a alta eficiéncia do processo,
como a diferenca entre as temperaturas 6timas da hidrolise e da fermentacdo, o tamanho do
recipiente e a quantidade de fonte de carbono exigida pelas bactérias anaerobias para
produzirem uma determinada quantidade de proteina (WILSON, 2009).

O etanol de primeira geracéo no Brasil (cana-de-acucar) e nos Estados Unidos (milho)
possui tecnologias e mercados comerciais bem estabelecidos. Em ambos 0s casos, a producao
gera uma quantidade significatica de residuos, seja palha e sabugo de milho ou palha e bagaco
de cana-de-acUcar, 0s quais sdo considerados como matérias-primas potenciais para a producéo
de etanol de biomassa (segunda geracdo — 2G), sendo uma alternativa para o aproveitamento
consciente desses residuos. Embora a producdo de etanol de biomassa seja considerada
vantajosa e promissora, ainda apresenta alguns desafios técnicos e econdmicos. O processo de
conversao necessita de diferentes etapas, como pre-tratamento, destoxificacdo, hidrélise e
fermentacdo, as quais 0 tornam mais complicado e economicamente ndo competitivo,
limitando-o em plantas piloto ou de demonstra¢do (FERREIRA-LEITAO et al., 2010; ZABED
et al., 2016).

As principais desvantagens da producdo de etanol de segunda geracao, em relacdo a
producdo de etanol de primeira geracdo, incluem: a baixa acessibilidade da celulose e
hemicelulose em virtude da estrutura complexa das lignoceluloses, as baixas atividades das
enzimas celulase e a dificuldade para fermentar os acucares de 5 C, obtidos da hidrélise das
hemiceluloses em etanol. As pesquisas sobre a producdo de etanol 2G sdo focadas no
desenvolvimento de tecnologias de pré-tratamento com bom custo-beneficio, nas atividades
melhoradas da enzima celulase e na cofermentacdo de agucares de 6 C (glicose) e de 5 C (xilose)
em etanol (CHENG e TIMILSINA, 2011).
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Apesar disso, o bioetanol produzido a partir de biomassa é considerado uma fonte de
energia atraente e sustentavel, e o uso de substratos baratos em sua producéo, como os residuos
de cana-de-acucar e milho, corrobora com o conceito de sustentabilidade, contribuindo para um
ambiente mais limpo (ZALDIVAR et al., 2001).

2.2 MICRORGANISMOS PRODUTORES DE ENZIMAS

Os microrganismos séo seres onipresentes, extraordinariamente diversificados e que
realizam funcgdes especificas no ambiente. Eles podem causar efeitos prejudiciais, como danos
a saude, mas também podem ser benéficos em outras ocasides, como na producdo de agentes
antimicrobianos e compostos bioativos, na biorremediacao de produtos toxicos e nas industrias
de alimentos, bebidas e farmacéuticas. A taxonomia €& fundamental para definir sua
biodiversidade, sua relagdo com outros organismos no ecossistema e seus aspectos funcionais.
Dessa maneira, 0 isolamento e a identificacdo sdo cruciais antes de deduzir as novas
caracteristicas de qualquer cultura microbiana (DAS et al., 2014).

As enzimas celuloliticas estdo amplamente distribuidas na natureza, sendo encontradas
em plantas, insetos e microrganismos. Diferentes formas de microrganismos, incluindo fungos,
bactérias, actinomicetos e leveduras sdo usados para a producdo de celulases, com vasta
aplicacdo em varias industrias, apesar dos dois primeiros serem 0s mais empregados com esta
finalidade. Estes microrganismos podem ser aerobios, anaerébios, mesofilos ou termofilos.
Grande parte das celulases para aplicagdes industriais € obtida a partir de fungos filamentosos,
pois eles tém a capacidade de produzir quantidades consideraveis de celulases e hemicelulases,
que sdo secretadas para 0 meio a fim de facilitar a extracéo e a purificacdo. Varios fungos séo
cultivados para tal feito, como Aspergillus niger, Penicillium sp., Trichoderma reesei,
Fusarium solani, Penicillium brasilianum, Chaetomium cellulyticum, entre outros (KUHAD et
al., 2011; BEHERA e RAY, 2015; KUHAD et al., 2016).

Os fungos ascomicetos, pertecentes ao filo Ascomycota, apresentam um alto potencial
para a producdo de enzimas celuloliticas. As estirpes de ascomicetos tém sido isoladas a partir
de nichos ecoldgicos ricos em residuos agricolas, como trigo, arroz, milho e cana-de-agUcar, ja
que eles possuem celulose e hemicelulose em sua composicdo. Eles abragem outros
organismos, como as leveduras, incluindo a Saccharomyces cerevisiae, além do agente
patogénico humano Candida albicans, entre outros. Também contém padrdes de crescimento

estritamente filamentosos, como mostrado pelo Aspergillus, que integra uma série de patégenos
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humanos (A. fumigatus) a laboriosos industriais (A. oryzae) (HANSEN et al., 2015;
WHITEWAY et al., 2015).

Tendo em vista 0 grande interesse por fungos, conhecidos como os melhores
produtores, as celulases de origem bacteriana sdo menos estudadas. As bactérias aerobias e
anaerobias diferem em relacdo ao seu sistema de celulase, rendimento de massa celular e
produtos de degradacgéo da biomassa (KUHAD et al., 2016). Usualmente, para a producdo de
enzimas celuloliticas, muitas pesquisas se relacionam ao género Bacillus, como pode ser
observado na sacarificacdo enzimética da palha de arroz por celulase produzida a partir de
Bacillus carboniphilus CAS 3 (ANNAMALAI et al., 2014), na producdo de endo-1,4-B-p-
glucanase por Bacillus subtilis KIBGE HAS, utilizando como substrato o bagago de cana
(BANO et al., 2013), e na obtencdo de xilanase alcalina por meio da bactéria Bacillus sp. PKD-
9, usando farelo de trigo, como material lignoceluldsico (PANWAR et al., 2014).

Contudo, é dificil fazer uma comparagéo entre as estirpes microbianas para a produgéo
de celulases devido as diferencas nas condigcdes de fermentacdo, composicdo dos meios e dos
substratos (KUHAD et al., 2016). Na Tabela 3, sdo mostrados alguns fungos e bactérias que

sintetizam tais enzimas.

Tabela 3 — Microrganismos para a producdo de enzimas celuloliticas

Fungos Bactérias
Género Espécie Género Espécie
Aspergillus A. niger, A. nidulans, Bacillus B. subtilis, B. pumilus,
A. oryzae, A. terreus B. flexus
Fusarium F. solani, F. Clostridium C. thermocellum, C.
oxysporum cellulolyticum
Humicola H. insolens, H. grisea Acinetobacter A. junii, A. amitratus
Melanocarpus M. albomyces Pseudomonas P. cellulosa
Penicillium P. brasilianum, P. Microbispora M. bispora
occitanis, P.
decumbans
Trichoderma T. reesei, T. Fibrobacter F. succinogenes

longibrachiatum

Chaetomium C. cellulyticum, C. Acetivibrio A. cellulolyticus
thermophilum
Thermoascus T. aurantiacus Acidothermus A. cellulolyticus
Coniophora C. puteana Rhodothermus R. marinus
Tyromyces T. palustris Butyrivibrio B. fibrisolvens
Pleurotus P. ostreatus Paenibacillus P. curdlanolyticus

Fonte: Kuhad et al. (2011)
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2.2.1 Fungos filamentosos

Os fungos filamentosos sdo microrganismos morfologicamente complexos, exibindo
diferentes formas estruturais durante seu ciclo de vida. Sua estrutura vegetativa basica de
crescimento consiste de um filamento tubular, conhecido como hifa. Estas hifas sao estruturas
longas e ramificadas que se organizam para dar suporte aos esporos para a reproducdo e
disseminagéo. Elas se estendem e ramificam dentro do substrato como uma rede, designada
micélio, a partir do qual as hifas em crescimento apical procuram, exploram e translocam os
nutrientes disponiveis. O micélio ndo € apenas um conjunto de hifas que se estende
homogeneamente, mas também exibe consideravel plasticidade de desenvolvimento. Estes
fungos podem ser cultivados em laboratério sobre uma variedade de meios liquido ou solido.
As coldnias que crescem em meios relativamente homogéneos podem ser pigmentadas,
apresentar setores morfologicos distintos, produzir estruturas aéreas e até mesmo apresentar um
crescimento ritmico (PAPAGIANNI, 2004; WALKER e WHITE, 2011).

Eles sdo microrganismos saprofitos que segregam uma grande variedade de enzimas
envolvidas na decomposicdo e reciclagem de biopolimeros complexos a partir dos tecidos de
plantas e animais. A maioria destas enzimas sdo hidroliticas e desempenham um papel
importante na nutricdo de fungos, liberando carbono e nitrogénio presos em macromoléculas
insoluveis, obtidas das atividades metabdlicas de outros organismos. Dessa forma, estes fungos
sdo bastante utilizados em processos industriais, com vasto uso comercial, como na inddstria
téxtil, na fabricacdo de couro e nas industrias de papel, bebidas e alimentos. Entre eles, o género
A. niger tem uma longa histéria na industria de fermentagédo, sendo geralmente considerado
como seguro (Generally Recognized as Safe — GRAS), de acordo com Food and Drug
Administration (FDA) (EL-ENSHASYA, 2007).

2.2.2 O género Aspergillus

Em micologia, Aspergillus € qualquer um, de um grande nimero de fungos, que se
reproduz por meio de esporos assexuados. Seus conidioforos consistem em uma haste alongada
ou estipe culminando numa regido bulbosa expandida, comumente denominada de columela ou
vesicula, sobre a qual sdo suportadas uma ou duas camadas de células (chamadas de esterigmas
primaria e secundaria, ou fialides e métulas, respectivamente), que geram esporos assexuados

ou conidios (Figura 4). Estes esporos sdo componentes comuns de aerossois, dispersando-se
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em distancias curtas e longas, dependendo das condi¢cdes ambientais. Ao entrarem em contato
com uma superficie sélida ou liquida, eles sdo depositados e, se as condi¢des de umidade forem
apropriadas, germinam. Trata-se de um dos fungos mais comuns da terra (BENNETT, 2009,
2010).

Figura 4 — Estrutura do fungo Aspergillus niger
Fonte: Autora (2016)

E um género de fungos filamentosos composto por uma variedade de espécies,
totalizando aproximadamente 180, com alto impacto econémico e social, compreendendo
linhagens bem conhecidas, com valor comercial, a exemplo de A. oryzae e A. niger, de agentes
patogénicos como A. parasiticus e A. fumigatus, e de contaminantes produtores de toxina de
alimentos e racbes como A. flavus, além das espécies menos conhecidas, A. terreus, que tem
uma funcdo muito importante, visto que é fonte da lovastatina, um agente redutor do colesterol.
O fungo utilizado na pesquisa genética basica € o A. nidulans (LUBERTOZZI e KEASLING,
2009).

Apesar da sua reputacdo de estragar comida, produzir micotoxinas e causar doencas
em humanos e animais (aspergilose), muitas espécies sdo usadas em biotecnologia para a
producdo de metabdlitos, tais como antibidticos, acidos organicos, medicamentos ou enzimas,
ou como agentes em fermentacdes. Todavia, mesmo com sua potencialidade evidente e uma
boa quantidade de trabalhos produzidos, o nimero de pesquisadores usando o Aspergillus €
pequeno em comparacdo com a levedura Saccharomyces (LUBERTOZZI e KEASLING, 2009;
SAMSON et al., 2014).

Os fungos sdo heterotroficos. Primeiro, digerem seus alimentos, em seguida, 0s
comem. A absorgéo de nutrientes é auxiliada por forgas mecanicas, as quais permitem que as

pontas das hifas cresgam até os substratos alimentares. As espécies de Aspergillus sdo exemplos
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tipicos do estilo de vida dos fungos. Frequentemente, sdo encontradas em habitats terrestres e
sdo isoladas do solo e de residuos vegetais associados. Varios substratos sdo atacados por
consorcios de organismos, em diferentes taxas. O Aspergillus, em conjunto com outros fungos,
desempenha um papel importante nestes consdrcios, pois sdo capazes de degradar amidos,
hemicelulose, pectinas, celulose e outros polimeros de agucar, além de gorduras, 6leos, quitina

e queratina, gerando diversos produtos (Tabela 4). O processo de degradacdo é o meio de

obtencdo de nutrientes para este género (BENNETT, 2010).

Tabela 4 — Exemplos de produtos gerados a partir do fungo Aspergillus

Microrganismo Substrato Produto Referéncia
Aspergillus terreus Palha de arroz Celulase NARRA et al. (2012)
Aspergillus oryzae Molho doce de soja Amilase SAHNOUN et al.

(2012)

Aspergillus niger Sabugo de milho Xilanase MICHELIN et al.

(2013)

Aspergillus niger Casca de mandioca Acido citrico ADEOYE et al. (2015)

Aspergillus niger Casca de laranja Pectinase AHMED et al. (2015)

Aspergillus niger Farelos de trigo, soja, Protease CASTRO et al. (2015)

algoddo e casca de
laranja
Aspergillus Palha de sorgo Xilanase ADHYARU et al.
tubingensis (2016)
Aspergillus Palha de trigo, palha Xilanase ADHYARU et al.
tubingensis de arroz, palha de (2016)
cevada, palha de sorgo
e sabugo de milho
Aspergillus niger Casca de soja e Celulase BOGGIONE et al.
residuos de papel (2016)
Aspergillus niger Sabugo de milho Acido oxalico MAI et al. (2016)
Aspergillus Casca de papaia Pectina metilesterase PATIDAR et al.
tubingensis (2016)

Aspergillus terreus

Aspergillus niger

Bolo de 6leo de
mostarda

Palha de milho

Lipase

Acido glucénico

SETHI et al. (2016)

ZHANG et al. (2016)

Fonte: Autora (2016)

Uma das mais conhecidas, a linhagem A. niger € oriunda de colénias com pouca ou

nenhuma coloracédo, diferenciando-se pelos seus conidios esféricos pretos, apresentando um
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0timo crescimento na faixa de temperatura de 35 a 37 °C. Este fungo consome um grande
namero de substratos e, desse modo, produz varias enzimas extracelulares com importancia
industrial significativa, englobando celulases, amilases, proteases, lipases, pectinases e
quitinases (PITT e HOCKING, 2009; PARSHIKOV e SUTHERLAND, 2014). E comum o0 seu
emprego na producdo de enzimas celuloliticas, tendo como exemplo os estudos desenvolvidos
por Chandra et al. (2007), Ncube et al. (2012) e Bansal et al. (2012).

Para a escolha da cepa, deve-se levar em consideracdo que ela produzird enzimas
extracelulares com a purificacdo e a recuperacdo bem mais facil do que quando gerada
intracelularmente (SINGHANIA et al., 2015). O género Aspergillus pode ser cultivado em
ampla faixa de temperatura (10 — 50 °C), pH (2 — 11), salinidade (0 — 34%), atividade da agua
(0,6 — 1,0) e em condigdes oligotrdficas ou ricas em nutrientes, podendo ser empregado nas
fermentagdes em estado s6lido ou submersas (MEYER et al., 2011).

2.3 PROCESSOS PARA A OBTENCAO DE ENZIMAS

Entende-se como fermentacdo o método pelo qual os microrganismos catalisam
nutrientes, sintetizam metabdlitos secundarios e completam outras atividades fisioldgicas em
condicdes anaerobias ou aerdbias. Esta tecnologia tem sido empregada na producdo de enzimas.
Para isso, trés elementos de pesquisa devem ser analisados: o produto desejado, o tipo de
microrganismo e o ambiente necessario para a formacdo (temperatura, pH, oxigénio, entre
outros) (CHEN, 2013a).

Os nutrientes podem ser classificados em macro e micronutrientes. Os principais
macronutrientes sao carbono, nitrogénio e oxigénio, sendo os carboidratos a principal fonte de
energia para a cultura microbiana. Para fermentacdes em pequena escala, glicose, sacarose e
frutose sdo geralmente usadas como fonte de carbono. Outro nutriente muito importante é o
nitrogénio, o qual pode ser encontrado na amdnia, nos sais de aménio, nas proteinas, no extrato
de levedura, na peptona, entre outros. Além disso, para o crescimento de culturas e aumento
das taxas de producdo, é preciso tracos de elementos, denominados oligoelementos ou
microminerais, como ferro, zinco, manganés, cobre, cobalto, célcio e sédio. Deve-se observar
a temperatura 6tima para a fermentacdo, pois acima dela o crescimento desacelera e a morte
térmica pode ocorrer. Isto posto, 0s microrganismos sdo classificados em trés grupos:
psicrofilos, os quais preferem um ambiente frio com menos de 20 °C; meséfilos, que precisam
de uma temperatura moderada entre 20 e 45 °C, tendo como exemplo o fungo A. niger; e

termofilos, que preferem o calor, com temperatura 6tima acima dos 45 °C. O pH também
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desempenha um valioso papel na fermentacdo para obter altos rendimentos, o qual pode ser
controlado pela adi¢do de &cidos ou bases (DEMIRCI et al., 2014).

Os processos fermentativos podem ser classificados em batelada (descontinuo),
batelada alimentada ou continuo/semicontinuo. Na fermentacdo em batelada, uma cultura de
microrganismos € inoculada em um meio contendo o substrato e, sob condi¢Ges adequadas de
crescimento celular, é conduzida ao longo de um periodo de tempo, com ou sem a adi¢do de
nutrientes. Os produtos sdo colhidos ao final do processo. J& na continua, 0s substratos séo
alimentados, continuamente, nos vasos de fermentacdo, e os produtos finais sdo obtidos
simultaneamente. A batelada alimentada se diferencia da descontinua pela adicdo de uma certa
quantidade de substrato, durante as operacoes, e pela retirada de uma porgéo proporcional de
caldo, a qual € limitada pela necessidade de manter dentro do fermentador a concentracéo de
biomassa necessaria para a producdo (LONGOBARDI, 1994; LI et al., 2014).

Uma das preocupacbes nas fermentacdes € com a contaminagdo. Por isso, a
esterilizacdo, um processo intensivo de energia, que utiliza altas temperatura e pressao de vapor
para eliminar quaisquer microrganismos Vvivos, ainda € necessaria para quase todos os
procedimentos, com o objetivo de reduzir a possibilidade de contaminacdo microbiana, pois a
existéncia de um contaminante, no meio ou em alguma parte do equipamento, faz com que 0s
organismos produtores precisem competir com 0s contaminantes por nutrientes limitados (LI
et al., 2014; SINDHU et al., 2015).

Os métodos mais comuns sao a fermentacédo em estado sélido (FES) e a fermentacéo
submersa (FS). Ambas oferecem varios beneficios, mas tém as suas proprias limitagdes. Em
larga escala, por exemplo, apesar da FES utilizar residuos para o crescimento microbiano e
recuperar o produto com mais facilidade, ha dificuldade em manter as suas condigcdes
operacionais (McNEIL et al., 2013).

Em escala laboratorial, a fermentacdo em estado solido € um poderoso método para a
obtencdo desses metabolitos, pois apresenta baixo risco de contaminacgdo, utiliza substratos de
baixo custo, possui alto rendimento, menor gasto de energia e um processamento mais simples.
Estas particularidades a tém tornado mais atraente que a fermentacao submersa, que apresenta
elevado consumo de energia e sérios problemas de poluicdo, perdendo, com isso, o fator de
sustentabilidade. Ademais, a evolucdo dos fungos e actinomicetos ocorreu em substratos de
crescimento solido, isto €, esses organismos passaram sua historia evolutiva como terrestres.
Logo, os produtos fungicos de interesse biotecnoldgico, como 0s esporos e as enzimas, foram
desenvolvidos por estes organismos para 0 uso em substratos sélidos Umidos, mas ndao em

liquidos. Assim sendo, o cultivo dos microrganismos em suspensdes aquosas pode prejudicar a
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sua eficiéncia metabolica. O teor de 4gua do substrato sélido deve ser mantido na faixa de 12 a
80%, principalmente em torno de 60%. Em contraste, o teor de agua da fermentagdo submersa
é superior a 95% (BARRIOS-GONZALEZ, 2012; CHEN, 2013a; CASTRO e SATO, 2015).

Na Tabela 5, hd uma comparacéo entre esses dois tipos de fermentacéo.

Tabela 5 — Comparagdo entre a fermentacdo submersa e a fermentacdo em estado sélido

Fermentacdo submersa

Fermentacdo em estado sélido

Microrganismos absorvem nutrientes a partir da
cultura liquida; ndo ha gradiente de
concentracao de nutrientes

O sistema de cultura é composto principalmente
de liquido (fase continua)

O oxigénio necessario € a partir do oxigénio
dissolvido; ha uma maior quantidade de
oxigénio dissolvido

Inoculacdo pequena, menor que 10%

Os microrganismos se distribuem
uniformemente no sistema de cultura

No final da fermentacdo, o meio é liquido e as
concentracdes de produtos sdo baixas

Baixa taxa de producéo e de baixo rendimento
do produto

A mistura é facil e o crescimento de
microrganismos nao é restrito por difusdo de
nutrientes

Facil controle de temperatura
Homogeneidade

O processo de fermentacdo pode ser detectado e
controlado on-line

Processo de extracdo complexo
Alta atividade de 4gua
Recipiente de fermentagéo selado

Estirpes puras

Consumo de energia e investimento em
equipamentos sdo baixos

Matéria-prima de alto custo

Microrganismos absorvem nutrientes do
substrato solido Umido; existe um gradiente de
concentracgdo de nutrientes

O sistema de cultura consiste em trés fases: gas
(fase continua), liquido e s6lido

O oxigénio necessario € a partir da fase gasosa;
baixo consumo de energia

Inoculagdo grande, maior que 10%

Microrganismos absorvem ou penetram no
substrato solido

No final da fermentacdo, o meio é um substrato
de estado Umido e as concentracGes dos
produtos sdo altas

Alta taxa de producdo e alto rendimento de
produto

A mistura é dificil e o crescimento de
microrganismos é restrito por difusdo de
nutrientes

Dificil remoc¢ao de calor metabdlito
Heterogeneidade

O processo de fermentacéo é dificil de detectar e
controlar on-line

Processo de extracdo simples e controlavel
Baixa atividade de agua
Recipiente de fermentacdo simples

Enriguecimento natural ou estirpes de
reproducdo artificial

Consumo de energia e o investimento de
equipamento séo altos

Matéria-prima de baixo custo

Fonte: Adaptado de Chen (2013a)
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2.3.1 Fermentacao submersa

Define-se como fermentacdo submersa a fermentacdo com excesso de agua. Em
grande escala, esta tecnologia € amplamente utilizada devido a uma melhor monitorizacdo e
facilidade de manuseio, que possibilita uma producdo ou conversdo Otima. Os fatores que
influenciam no processo, a exemplo do pH e da temperatura, devem ser medidos,
preferencialmente on-line, para que haja um controle em tempo real, bem como a
implementacdo de uma acdo corretiva. Na produgdo de celulases, pode ser empregado um
processo continuo de duas etapas, no qual a fase de crescimento e a fase de produgdo podem
ser separadas por diferentes pH e condicOes favoraveis de temperatura (VAIDYANATHAN et
al., 1999; PANDEY et al., 2011).

A morfologia de crescimento de organismos filamentosos, em cultivo submerso,
influencia na produtividade das fermentacGes fungicas e pode dar a suspensédo caracteristicas
bastante diferentes de culturas de bactérias e leveduras, variando de discretos pellets de hifas a
uma suspensdo homogénea de micelios dispersos, proporcionando, por causa disso, diferencas
significativas na fisiologia e na cinéetica de crescimento. Dessa forma, afirma-se que o
crescimento de micélios é semelhante ao de organismos unicelulares, 0s quais se reproduzem
por fissdo binaria, com uma distribuicdo homogénea de biomassa, substrato e produtos, e com
crescimento exponencial a uma taxa especifica constante de culturas em batelada, onde os
substratos estdo em excesso. Também, a forma filamentosa de hifas do micélio facilmente
provoca emaranhamento e, com isso, 0 caldo de cultivo torna-se muito viscoso. A alta
viscosidade reduz a transferéncia de oxigénio para o caldo e, por esse motivo, é necessario um
elevado grau de agitacdo para se obter alta transferéncia de massa e de oxigénio, bem como
uma maior produtividade (EL-ENSHASYA, 2007; NORREGAARD et al., 2014).

Na maioria das vezes, as enzimas industriais fngicas sdo produzidas por batelada
alimentada, onde a biomassa é cultivada inicialmente em batelada até que um componente
escolhido do substrato seja totalmente utilizado. Posteriormente, o substrato é alimentado com
o caldo para promover o crescimento e a formagdo do produto. Visto que o objetivo é a
formacdo do produto, o substrato é convertido imediatamente na entrada do biorreator por altos
niveis de biomassa ativa. Portanto, o metabolismo é direcionado a formacéo do produto e ndo
para o crescimento (controlado), e a concentracdo do substrato e a repressdo catabdlica séo
minimizadas. A taxa de crescimento especifica ndo é constante, uma vez que diminui com o
aumento do volume de cultura (PAPAGIANNI, 2004).
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Na fermentacdo submersa, um dos fatores importantes para a viabilidade do processo
é a agitacdo, que é realizada para garantir a homogeneidade do caldo fermentado, misturando o
liquido no recipiente e, também, para dispersar as bolhas de ar libertadas pelo aspersor de ar.
Na escala de laboratorio, o controle de pH normalmente é efetuado com a adi¢do de um liquido
acido/basico no sistema. Além desta andlise, existem inumeras técnicas de medi¢do para
quantificar as propriedades do caldo e para obter uma fermentacdo com alto rendimento
(NGRREGAARD et al., 2014).

2.3.2 Fermentacao em estado solido

A fermentacdo em estado sélido é definida como a fermentac&o envolvendo solidos na
auséncia de agua livre, onde o substrato deve possuir umidade suficiente para apoiar 0
crescimento e o metabolismo dos microrganismos. E um processo heterogéneo, composto por
trés fases: solida, liquida e gasosa, favorecendo o desenvolvimento de produtos e bioprocessos.
Nas Ultimas décadas, esta tecnologia ganhou atencdo significativa em relacéo aos bioprocessos
industriais, especialmente pelo menor uso de energia, associado a rendimentos mais elevados
do produto e menor producdo de efluentes, tendo, por isso, baixo risco de contaminagéo. Este
processo é considerado ecoldgico, pois a maioria utiliza residuos agroindustriais solidos como
substrato (fonte de carbono e outros nutrientes). Na fermentacédo, o substrato também pode ser
um material inerte, contendo uma solucdo de crescimento que possibilita o cultivo dos
microrganismos. Em geral, as culturas de fungos e leveduras sdo consideradas como as mais
apropriadas para os processos de FES, pois necessitam de atividade de dgua (aw) mais baixa,
normalmente em torno de 0,5 — 0,6 (PANDEY, 2003; THOMAS et al., 2013).

A selecdo do substrato é um aspecto extremamente importante para este processo, uma
vez gque atuara como um suporte fisico e fonte de nutrientes. VVarios materiais podem ser usados
com esta finalidade, incluindo os suportes inertes como vermiculita, perlita e polietileno, e 0s
naturais, tais como os residuos agroindustriais, que apresentam as propriedades necessarias para
promover o crescimento dos microrganismos. Todavia, seu emprego dependera de alguns
parametros fisicos, como o tamanho de particula, o nivel de umidade, espacamento
intraparticula e composicdo de nutrientes dentro do substrato (BHARGAV et al., 2008;
CASTRO e SATO, 2015).

Em relacdo aos microrganismos, a fermentagdo em estado solido pode ser dividida em
duas categorias: processo de cultura pura ou ndo pura. Em culturas puras, € usada uma Unica

espécie de microrganismo nas reacfes bioldgicas. Por isso, estes organismos necessitam, na
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maioria das vezes, de uma variedade de caracteristicas desejaveis para se adaptarem as
exigéncias da producgdo industrial, especialmente, na produgdo de enzimas, acidos organicos,
antibidticos e outros metabdlitos. No caso da cultura ndo pura, as populagdes microbianas sao
geridas pelo controle das condi¢Ges ambientais, tais como oxigénio, temperatura e umidade. No
entanto, as estruturas das comunidades multimicrobiais sdo formadas invariavelmente na matriz
solida e, dessa forma, diferentes espécies assumem papéis distintos. Logo, é dificil de exigir
uma caracteristica definida de substrato para os microrganismos especificos (CHEN, 2013b).

Nos processos fermentativos, sistemas de biorreatores proporcionam o ambiente
necessario para o crescimento e o cultivo de microrganismos. Ainda assim, alguns dos fatores
que afetam o desenvolvimento do produto na FES s&o a temperatura, umidade do substrato no
leito, tipo de substrato utilizado, tamanho do biorreator, aeragéo, taxa de resfriamento, altura
do leito e morfologia fungica. A fermentagdo em estado solido é realizada em sistemas de
biorreatores mais simples, se comparada com a submersa. Os biorreatores sdo equipados com
umidificador, com/sem unidade de agitacdo. Além da composicdo, tamanho das particulas,
porosidade e capacidade do substrato de reter agua, a baixa condutividade téermica do substrato
no leito apresenta um grande desafio para os projetos de biorreator. Em escala de bancada, a
FES é realizada em placas de Petri, frascos Erlenmeyer, garrafas de Roux e frascos cilindricos.
Estes sistemas sdo simples e as andlises sdo feitas com facilidade (BHARGAV et al., 2008).

Na literatura, encontram-se muitos estudos utilizando a fermentacdo em estado solido
para a producdo de enzimas extracelulares. Na pesquisa de Santos et al. (2012) foram
produzidas enzimas celuloliticas a partir da casca de batata, usando como microrganismo o
fungo Aspergillus niger onde, por meio de analises estatisticas, obtiveram 51,48% de atividade
para CMCase, 50,19% para FPase e 50,72% para xilanase. Cheirsilp e Kitcha (2015)
aproveitaram os residuos lignocelulésicos da industria de 6leo de palma para a producédo de
celulase (2,35 + 0,22 U/g) e xilanase (11,83 £ 0,18 U/g), com quatro fungos filamentosos, entre
eles o Aspergillus tubingensis.

O trabalho de Azabou et al. (2016) avaliou 0 uso do extrato de enzimas obtido por
fermentacdo em estado sélido a partir de Fusarium solani pisi, na extracdo de licopeno do
tomate. Vasconcellos et al. (2015) compararam a eficiéncia de diferentes sistemas de cultivo
na producdo e na termoestabilidade das enzimas celuloliticas, entre eles a fermentacdo em
estado s6lido. O microrganismo empregado foi o fungo Aspergillus niger, tendo como fonte de
carbono o bagaco de cana-de-acucar. Os resultados mostraram o potencial da FES na producao
da endoglucanase e da B-glicosidase, apresentando atividades residuais entre 80 e 100% (apds

24 h de incubag&o a 50 °C), indicando que estas enzimas sdo altamente termoestaveis.
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2.4 FATORES QUE INFLUENCIAM A FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

As condicdes operacionais, tais como temperatura, pH, aeracdo, tamanho da particula,
atividade da &gua, entre outros, desempenham um papel crucial no desenvolvimento
microbiano e na geragdo do produto. Por isso, precisam ser cuidadosamente avaliadas no

processo de fermentagéo.

2.4.1 Temperatura

A temperatura € uma das variaveis do processo que mais influencia a FES, porque o
crescimento microbiano, em condicGes aerobias, resulta na liberacdo de calor metabdlico. Em
niveis extremos, isto pode causar desnaturacdo das enzimas obtidas, além de outros efeitos
prejudiciais ao crescimento dos microrganismos e a producdo de metabdlitos. Uma vez que este
processo ocorre na auséncia de agua livre, é dificil remover o calor metabdlico produzido
durante o desenvolvimento microbiano, devido a condutividade térmica limitada do substrato
solido e a baixa capacidade térmica do ar. O controle de temperatura em FES torna-se mais
relevante quando o processo € em grande escala. Dessa forma, a caracterizacdo de cada
microrganismo, em termos da influéncia da temperatura na cinética de crescimento e da
formacdo de produto, é essencial para o desenvolvimento dos bioprocessos (FARINAS, 2015).

A transferéncia de calor para dentro ou para fora do sistema de FES esta intimamente
associada com a atividade metabolica dos microrganismos, assim como a aeracdo. A
temperatura do substrato € um fator muito critico para este tipo de fermentacdo. Altas
temperaturas afetam a germinacdo dos esporos, o crescimento, a formacdo de produto e a
esporulacdo. Ao mesmo tempo, baixas temperaturas ndo sdo favoraveis para o crescimento dos
microrganismos e para outras reac@es bioquimicas, fora que o baixo teor de umidade e a baixa
condutividade do substrato fazem com que seja dificil conseguir uma boa transferéncia de calor
(RAGHAVARAO et al., 2003).

Na Tabela 6, sdo apresentados alguns exemplos da influéncia da temperatura na
obtencdo de enzimas celuloliticas, ou seja, a temperatura (6tima) na qual a producédo teve o

maior rendimento.
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Tabela 6 — Temperatura 6tima para a producdo de enzimas celuloliticas

Faixa de Temp.
Substrato Microrganismo temperatura 6tima Produto Referéncia
°C) (°C)
Farelo de Penicillium 25-35 30 Celulase LIU et al.
arroz decumbens (2011b)
Pinhdo- Aspergillus niger 25-45 40 Celulase NCUBE et al.
manso (2012)
Palha de Aspergillus 45 - 65 55 Exoglucanase =~ MAHMOOQOD et
trigo fumigatus al. (2013)
Palha de Aspergillus 28 — 37 28 Xilanase PIROTA et al.
trigo oryzae (2013)
Residuos de Penicillium 20-50 28 Celulase SHAH et al.
banana oxalicum (2015)

Fonte: Autora (2016)

2.4.2 Umidade e atividade da agua

A atividade de agua (aw) é definida como a razéo entre a pressao de vapor de uma
solucio aquosa com a da agua pura a mesma temperatura. E um fator importante para
determinar se 0s microrganismos podem crescer em uma matriz sélida, pois baixos niveis de
umidade (em relacdo ao exigido) dentro do substrato limitam o crescimento e o metabolismo
dos mesmos, impedindo a absorcdo eficaz de nutrientes pelos fungos. Na fermentacdo em
estado solido com fungos filamentosos, ela se relaciona com a germinacdo dos esporos,
extensdo do micélio, formacdo de esporos, geracdo de metabdlitos, entre outros aspectos
(BHARGAV et al., 2008; CHEN, 2013b).

A alteracdo da aw pode ser usada como um método para modificar a formacdo do
produto e a excre¢do de microrganismos, o que pode ser feito por meio do ajuste da umidade
relativa do ar circundante (SINDHU et al., 2015). Deswal et al. (2011) estudaram a relacéo
entre a umidade e a producdo de enzimas, com as proporc¢des de 1:1 a 1:4 (sélido: liquido),
sendo a razdo que apresentou producdo maxima da enzima a de 1:3,5.

O teor de umidade depende de varios fatores, como substrato, tipo de microrganismo
e produto desejado. Os materiais com a alta capacidade de absorcdo de &gua mantém o0s seus
niveis de umidade em todas as partes do processo de fermentacdo. Mas, se a quantidade de dgua
adicionada ao substrato sélido é suficientemente alta para ser completamente absorvida pelo
material, isso resulta em altos teores de umidade inicial, diminuicdo da porosidade, perda da
estrutura das particulas e troca gasosa reduzida (CASTRO e SATO, 2015).
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243 pH

O pH exerce grande influéncia sobre a eficiéncia global da fermentacdo, onde o
substrato pode ter seu pH alterado devido ao crescimento microbiano. Esta mudanga depende
da atividade metabdlica do microrganismo e da capacidade tamponante do substrato sélido.
Além disso, essa alteracdo ocorre pela producdo de acidos ou pela utilizacdo de compostos
nitrogenados, que leva a uma diminuicdo ou aumento de pH. Um dos melhores métodos para
minimizar essa variacao é utilizando tampdes. A maioria das espécies podem crescer com pH
no intervalo de 3 a4 (MITCHELL et al., 2002; SINDHU et al., 2015).

A atividade enzimatica € normalmente influenciada pelo pH, porque os sitios ativos
das enzimas, muitas vezes, dependem da presenca da espécie idnica para manter conformacgdes
que permitem a ligacéo eficiente ao substrato. Entretanto, o0 monitoramento e controle de pH na
fermentagdo em estado sélido ndo é simples e a maioria dos estudos relatados na literatura
apenas descrevem a influéncia do pH inicial do meio na producédo da enzima (FARINAS, 2015).

Handa et al. (2014) avaliaram o pH inicial da farinha de soja desengordurada, na
fermentacdo em estado sélido com Aspergillus oryzae e Monascus purpureus, para otimizar a
produgdo de B-glicosidase e converter isoflavonas glicosidicas em agliconas. O pH 6timo para
a atividade enzimatica foi determinado utilizando o substrato p-NPG e tampéo de fosfato-citrato
0,1 M, em uma faixa de pH entre 3 e 8. O pH que apresentou maior indice de atividade foi entre
5,0 e 5,5 para M. purpureus, e entre 5,5 e 6,0 para A. aryzae, sendo, posteriormente, adotado
pH 5,5 para a determinagdo da atividade B-glucosidase de ambos os fungos.

Mehboob et al. (2014) otimizaram a producdo de enzima atraves da manutencdo de
diferentes variaveis, entre elas o pH, a fim de obter a maxima producdo de celulases de A.
fumigatus. Durante o estudo, as trés celulases (endoglucanase, exoglucanase e B-glicosidase)

apresentaram uma atividade maxima em pH 5,5 do meio de crescimento.

2.4.4 Substrato e concentracdo de nutrientes

O uso de residuos agroindustriais como substratos em FES é visto como uma grande
vantagem desta técnica, pois estes residuos, geralmente, sdo subprodutos de outros processos
industriais, que sdo gerados em abundancia e tém baixo valor comercial, além de apresentarem
em sua estrutura basica celulose, hemicelulose, lignina, amido, pectina e fibras, que determinam

as propriedades do substrato e fornecem fontes de carbono para o meio de cultivo. Contudo,
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quando o substrato ndo fornece a quantidade necessaria de nutrientes para o cultivo dos
microrganismos, devem ser adicionadas fontes suplementares que, dependendo do tipo e
concentracdo, sdo essenciais para alcangcar o0 maximo crescimento microbiano e rendimento
enzimético (FARINAS, 2015).

O tipo, a fonte e a natureza do carbono e nitrogénio sdo uns dos fatores mais
importantes na fermentacdo. A fonte de carbono corresponde a fonte de energia que estara
disponivel no meio para o crescimento dos microrganismos. Pode ser mais simples, a exemplo
de um monossacarideo puro, como a glicose, ou complexo, como moléculas poliméricas de
celulose ou amido. Para selecionar a fonte de carbono utilizada na fermentacéo, deve-se levar
em consideracdo o0 microrganismo empregado e o produto desejado (RODRIGUEZ-LEON et
al., 2008).

Muitos substratos sélidos s@o suplementados com fontes soltveis de nitrogénio, ja que
este nutriente também influencia no crescimento microbiano. Todavia, sua selecdo deve ser
criteriosa, dado que o nitrogénio pode causar mudancgas no valor do pH durante a fermentacéo
(MITCHELL et al., 2002; RODRIGUEZ-LEON et al., 2008).

Alguns fatores relacionados ao substrato e a concentragdo dos nutrientes afetam o
crescimento e o metabolismo na fermentacdo em estado solido, como: limitacéo de nutrientes,
proporcao de diferentes nutrientes, inibicdo de substrato, repressao catabolica e inibicdo do
produto. Em relacdo a razdo carbono/nitrogénio (C:N), por exemplo, mesmo que o substrato
contenha niveis elevados de carbono, fornecendo niveis suficientes da fonte de nitrogénio para
permitir a utilizacdo completa da fonte de carbono, pode potencialmente causar a inibicdo do
substrato. Ainda, quando se trabalha com fungos, a relacdo C:N pode induzir ou retardar a
esporulacdo (MITCHELL et al., 2002; RODRIGUEZ-LEON et al., 2008).

Nos seus estudos com farelo de trigo, para a producédo de xilanase por Bacillus subtilis
ASH, Sanghi et al. (2008) constataram que a suplementacdo com glicose e Xxilose causou
repressao da producdo de xilanase, reduzindo sua atividade. Em pesquisa mais recente, Das e
Ray (2016) também estudaram a producdo de xilanase com farelo de trigo, neste caso,
utilizando o fungo Aspergillus aculeatus. Seus resultados mostraram uma pequena repressao

catabdlica na atividade da xilanase, com 0 aumento da concentracdo de xilose e glicose no meio.

2.4.5 Tamanho da particula

O tamanho das particulas do substrato esta diretamente relacionado a sua porosidade.

Este pardmetro pode ser analisado por distribuicdo granulométrica usando peneiras com
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didmetros de malha conhecido ou por determinacdo da densidade aparente. O tamanho do
substrato determina o espaco vazio, isto é, o volume ocupado pelo ar. Como a taxa de
transferéncia de oxigénio neste espaco afeta o crescimento microbiano, o substrato deve
apresentar particulas de tamanho adequado para melhorar a transferéncia de massa (KRISHNA,
2005; CASTRO e SATO, 2015).

As experiéncias em laboratério podem ser realizadas com particulas de diferentes
tamanhos, de modo a determinar o tamanho 6timo do ponto de vista da cinética de crescimento
(MITCHELL et al., 2006). Para a otimizagdo da producdo de celulase, Shah et al. (2015)
ultilizaram peneiras com diferentes tamanhos (mesh), para a obtencdo de um pé fino do residuo
de banana. A particula de menor tamanho (180 pm) mostrou a maior atividade enzimatica em
comparagdo com as demais. Rocky-Salimi e Hamidi-Esfahani (2010) usaram trés peneiras com
malhas distintas, para estudar o efeito do tamanho das particulas de farelo de arroz na producéo
de celulases. Esta reducdo de tamanho também proporcionou o aumento da atividade das
enzimas.

A andlise do tamanho dos residuos de pdo, com uma faixa de 0 a 50 mm, na producéo
de proteases e glucoamilase mostrou que, no tamanho de 20 mm, as enzimas apresentaram
maior atividade (MELIKOGLU et al., 2013).

2.4.6 Aeracdo e agitacao

Esses fatores, geralmente, tém uma influéncia determinante na fermentacdo em estado
solido devido a dois aspectos fundamentais: demanda de O nos processos aerobios e
fendmenos de transferéncia de calor e massa em um sistema heterogéneo. A demanda de
oxigénio na FES pode ser satisfeita com niveis relativamente baixos de aeracdo. No caso da
agitacdo, esta variavel melhora a transferéncia de calor e massa, além de permitir a adi¢do de
agua ao sistema para compensar a perda por evaporacdo. Contudo, a agitacdo ndo é muito
empregada em processos de fermentacédo sélida, ocorrendo apenas em escala industrial, quando
sdo utilizados biorreatores continuos ou periodicamente agitados (KRISHNA, 2005;
RODRIGUEZ-LEON et al., 2008).

A aeracdo tem como funcdo manter as condi¢Ges aerdbias, remover o dioxido de
carbono gerado e regular o nivel de temperatura e umidade do substrato, pois o crescimento
celular e a producdo de enzimas podem ser afetados pelo gas ambiente na fermentagdo. Em
cultivos submersos, o fornecimento de oxigénio é muitas vezes o fator limitante para o

desenvolvimento microbiano devido a baixa solubilidade do oxigénio na agua. A aeragdo em
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FES é facilitada em razdo da répida difusdo de oxigénio, através da pelicula de agua em torno
das particulas do substrato (FARINAS, 2015).

Gassara et al. (2013) analisaram o efeito da aeracdo e de diferentes tipos de agitagéo
na producéo de enzimas ligninoliticas e na extragdo de compostos polifendlicos em culturas de
estado solido de Phanerochaete chrysosporium, usando o bagago de maga como substrato: (1)
agitacdo continua durante todo o processo de fermentacgdo; (2) agitacdo continua durante a fase
lag, agitagdo descontinua durante a fase exponencial, agitacdo continua durante a fase
estacionaria e fase lag (C/D/C); (3) agitacdo descontinua durante a fase estaciondria, agitacéo
continua durante a fase exponencial, agitacdo descontinua durante a fase estacionéria e fase lag
(DIC/D). Os resultados mostraram que a maxima producdo de enzimas foi obtida usando
C/DIC, DICID e agitacao continua, respectivamente. Portanto, a auséncia de agitacao durante a
fase exponencial de crescimento de P. chrysosporium aumentou a producdo de enzimas
ligninoliticas. Supfe-se que a agitacdo durante a fase exponencial pode quebrar os micélios e
causar a alteragdo do metabolismo secundario do microrganismo. Assim, a agitacdo continua
desacelera o crescimento dos microrganismos. Em relacdo a aeracao, trés taxas de fluxo de ar
(0,83, 1,25 e 1,66 VVM) foram avaliadas para identificar qual delas proporcionaria maior
atividade enzimatica. Observou-se que o aumento da taxa de fluxo de ar aumentou a producao
das enzimas ligninoliticas, tal como a atividade de P. chrysosporium. Logo, houve maxima

producdo de enzimas usando a maior taxa de aeracéo, 1,66, seguida por 1,25 e 0,83 VVM.

2.4.7 Outros fatores

Ao desenvolver ou utilizar um biorreator na fermentacdo em estado sélido, deve-se
saber que, além dos substratos diferirem muito em relagdo a sua composicao e sua natureza, as
métricas do leito também apresentam comportamentos distintos devido a variacdo da
composicdo, propriedades mecanicas, porosidade (incluindo espacos inter e intra-particula),
capacidade de retencdo de agua, area superficial, entre outros. No caso da taxa de difusdo do
oxigénio, que depende das propriedades do leito, quando ha a diminuicdo do leito de substrato
em razdo do crescimento micelial, a porosidade do leito é modificada e, por conseguinte, a
difusividade efetiva, dificultando o transporte de oxigénio (MUNISWARAN et al., 2002;
THOMAS et al., 2013).

Além disso, outro ponto que precisa ser levado em consideracdo é o tipo de
microrganismo utilizado, ja que eles diferem em sua morfologia (células Unicas ou micélios),

podendo afetar o desempenho do processo. Por exemplo, a0 mesmo tempo que a mistura do
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substrato pode ajudar nos efeitos de tranferéncia de calor e massa, pode danificar o micélio da

cultura fangica, afetando o crescimento e a formagao do produto (THOMAS et al., 2013).

2.5 ENZIMAS

As enzimas sdo catalisadores bioldgicos, produzidas por organismos vivos para
aumentar a taxa (velocidade) de um diversificado conjunto de reagdes quimicas necessarias
para a vida, tais como replicacdo e transcricdo do DNA, sintese de proteinas, metabolismo e
transducdo de sinal, entre outros. Com a exce¢do de um pequeno grupo de moléculas de RNA
catalitico, todas as enzimas sdo proteinas e a sua atividade depende da sua conformacéo de
proteina nativa. Como tém a capacidade de realizar transformacdes quimicas muito especificas,
as enzimas tornaram-se cada vez mais Uteis em processos industriais. Atualmente, s&o
conhecidos quase 4.000 tipos de enzimas e, destes, aproximadamente 200 sdo usados
comercialmente. Apesar disso, apenas cerca de 20 enzimas sd@o produzidas em escala
verdadeiramente industrial. Com o aumento do conhecimento sobre a bioquimica da producéo
de enzima, processos de fermentacdo (com bactérias e fungos) e métodos de recuperacdo, um
namero crescente de enzimas industriais pode ser previsivel (LI et al., 2012; TALENS-
PERALES et al., 2016).

Para estudar a producdo das enzimas, alguns ensaios enzimaticos sdo necessarios.
Estes ensaios tém como objetivos principais: identificar uma enzima especial, para comprovar
a sua presenca ou auséncia numa espécime distinta, como um organismo ou um tecido; e
determinar a quantidade de enzima na amostra. Para o primeiro, a abordagem qualitativa é
suficiente, apenas fornecendo um resultado claro positivo ou negativo. J& no segundo, a
abordagem deve ser quantitativa e, desse modo, precisa fornecer dados exatos sempre que
possivel. Muitas metodologias de andlises sdo documentadas e citadas em varios artigos
cientificos. Contudo, 0s mesmos ensaios, realizados de forma independente e em condi¢cdes
idénticas, podem produzir resultados bastante diferentes, pois a atividade da enzima depende
de maltiplos fatores e da compreensdo geral de suas caracteristicas particulares. Como sdo
substancias sensiveis, presentes em pequenas quantidades, sua atividade na célula, muitas
vezes, sO consegue ser detectada em suas condigdes 6timas (BISSWANGER, 2014).

Algumas enzimas foram projetadas pela natureza para formar moléculas complexas a
partir de outras mais simples, enquanto outras foram planejadas para quebrar as moléculas
complexas em outras mais simples; também, algumas enzimas estdo presentes para modificar

as moléculas. Uma das propriedades das enzimas é a especificidade, a qual lhe permite
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reconhecer um determinado composto quimico ou substrato que deve ser atingido. As enzimas
foram classificadas em seis grandes grupos, com base na sua funcdo, como oxidorredutase,
transferase, hidrolase, liase, isomerase e ligase (SINGHANIA et al., 2015). As enzimas
industriais foram agrupadas sob estas classes e sdo especificadas na Tabela 7.

Tabela 7 — Classificacdo das enzimas usadas nos processos industriais

Classe Enzimas industriais
Oxidorredutase Catalase, glucose oxidase, lacase
Transferase Frutosiltransferases, glicosiltransferases
Hidrolase Amilases, celulases, lipases, mananases, pectinases, fitases, proteases,
pululanases, xilanases

Liase Pectato liases, descarboxilase o-acetolactato

Isomerase Glicose isomerase, epimerases, mutases, liases, topoisomerases
Ligase Argininosuccinato sintase

Fonte: Singhania et al. (2015)

As amilases sdo enzimas capazes de hidrolisar o amido e 0s sacarideos relacionados.
As mais conhecidas sdo a a-amilase, f-amilase e glucoamilase. Basicamente, elas pertencem
ao grupo glicosideo hidrolases, no qual formam suas proprias familias, 13, 14 e 15,
respectivamente, embora algumas a-amilases sejam classificadas na familia 57. No que se
refere as fontes de enzimas amiloliticas, estas sdo, em geral, produzidas por varios
microrganismos, plantas e animais. As a-amilases sdo encontradas em mais vasto espectro de
sistemas vivos. As propriedades das enzimas amiloliticas geralmente refletem as caracteristicas
do meio ocupado pelo organismo vivo, que é a fonte da enzima. Uma das aplicacbes das
amilases € na industria de alimentos, a exemplo da fabricacéo de cerveja, panificacdo, producéo
de bolos, sucos de frutas, xaropes de amido, entre outros (HORVATHOVA et al., 2000;
COUTO e SANROMAN, 2006).

As enzimas pectinoliticas sdo classificadas em protopectinase, poligalacturonase,
liases e pectina esterase. Protopectinase catalisa a solubilizacdo de protopectina, enquanto as
poligalacturonases hidrolisam a cadeia de acido poligalacturénico, por adicdo de agua, e séo as
mais abundantes entre todas as enzimas deste tipo. As liases catalisam a clivagem trans-
eliminativa do polimero de acido galacturénico e, por ultimo, a pectina esterase liberta as
pectinas e 0 metanol por desesterificacdo das ligaces éster metilico da estrutura principal de
pectina. Estas enzimas tém importancia significativa na era biotecnoldgica atual, pois séo

aplicadas na extracdo de suco de fruta e sua clarificacdo, lavagem de algoddo, degomagem de
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fibras vegetais, tratamento de &guas residuais, extracao de 6leos vegetais, fermentacdes de cha
e cafe, branqueamento de papel, em aditivos para a alimentacdo de aves de capoeira, nas bebidas
alcoolicas e nas indudstrias de alimentos (JAYANI et al., 2005).

Um dos componentes da hemicelulose é a xilana, um composto heterogéneo, que
envolve em sua hidrolise uma mistura de enzimas, abrangendo [-1,4-endoxilanase, [-
xilosidase, a-glucuronosidase, a-arabinofuranosidase e acetil-xilana-esterase. Dentre estes, as
endoxilanases sdo as mais importantes devido ao seu envolvimento direto na quebra das
ligacGes glicosidicas e na liberagdo de xilo-oligossacarideos curtos. As xilanases sdo contidas
principalmente nas familias 10 e 11 das glicosil hidrolases, com base na analise do agrupamento
hidrofébico de dominios cataliticos e semelhancas nas sequéncias de aminoéacidos. Do mesmo
modo, também foram relatadas nas demais familias 5, 7, 8, 16, 26, 43, 52 e 62. Estas enzimas
sdo aplicadas em diversas industrias, a exemplo das industrias de papel, téxteis, alimentos,
bioetanol e de tratamento de residuos organicos (VERMA e SATYANARAYANA, 2012;
KUMAR et al., 2016b).

Outras enzimas hidroliticas, as proteases hidrolisam ligac6es peptidicas das proteinas,
resultando em produtos de peptideos e aminoacidos de baixo peso molecular. Contudo, quando
as concentracdes mais elevadas do hidrolisado de proteinas ou peptideos sdo incubadas com a
protease apropriada, podem resultar na formacdo de uma estrutura macromolecular agregada,
menos soltvel, denominada plasteina, a qual é aplicada na melhoria da qualidade nutricional
das proteinas (GONG et al., 2015; UDENIGWE e RAJENDRAN, 2016). Enquanto isso, as
lipases, que pertencem a classe das acil-hidrolases, sdo os biocatalisadores mais utilizados, pois
podem catalisar véarias reacfes ndo naturais em meios ndo aquosos, tais como a producdo de
biocombustiveis, ésteres, acidos organicos, alimentos, bebidas, cosméticos e materiais
farmacéuticos, produtos com alto valor agregado (KUMAR e KANWAR, 2012).

25.1 Celulase

As celulases pertencem ao grupo O-glicosideo das hidrolases. Ha trés classes
principais de celulases: endoglucanases (EG), exoglucanases ou celobiohidrolases (CBH) e 3-
glicosidases (BGL). As trés celulases devem agir em conjunto para a maxima degradacao da
celulose, isto €, na conversdo da celulose em glicose. Esta interacdo deve ocorrer em sequéncia
e sinergicamente. As endoglucanases quebram, aleatoriamente, a estrutura da celulose em
locais amorfos ao longo da fibra de celulose, o que leva a uma répida diminui¢do do grau de

polimerizacdo da fibra de celulose e exibe novas extremidades da cadeia. No caso das
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celobiohidrolases, elas agem nas extremidades redutoras e ndo redutoras da cadeia para libertar,
principalmente, a celobiose (unidade de repeticdo de duas unidades de glicose). J& as B-
glicosidases hidrolisam a liga¢do glicosidica B-1,4 da celobiose e oligossacarideos, como a
celodextrina, para liberar unidades de glicose (KRICKA et al., 2014).

Em geral, as enzimas consistem em unidades estruturais e funcionalmente distintas,
chamadas de dominios. As celulases, na maioria dos casos, sdo compostas por dois dominios.
Um deles é um dominio catalitico, formado para a clivagem especifica de ligacdes 1,4-B-p-
glicosidicas da celulose, e 0 outro é o dominio ligante de celulose, que tem a funcdo de
aproximar o dominio catalitico ao substrato, ligando-se a cadeia de celulose. O dominio
catalitico das endoglucanases sdo em forma de fenda, enquanto o das exoglucanases tem a
forma de um tanel. Logo, os dois dominios estdo ligados com a ajuda de um ligante
interdominios (KAUR et al., 2016).

As celulases séo sintetizadas por varios tipos de microrganismos, incluindo fungos e
bactérias, durante o seu crescimento em substratos lignocelulosicos. Estes microrganismos
podem ser aerObios, anaerobios, mesofilicos ou termofilicos. Destacam-se 0s géneros de
Clostridium, Cellulomonas, Thermomonospora, Trichoderma e Aspergillus (produtor de
celulase mais estudado) (SUN e CHENG, 2002).

O isolamento de microrganismos da natureza € uma das formas de se obter novas
celulases. Estes microrganismos recém-selecionados sao fontes de novos genes de celulase com
diversas propriedades. Geralmente, sdo saprofitos, ou seja, crescem em matéria organica morta
e apodrecida. Muitas vezes, sao isolados de amostras de solo obtidas de florestas e reservas
naturais, nascentes de agua quente, adubo, esgoto, esterco animal e rimen bovino. As celulases
obtidas a partir de fungos séo importantes comercialmente, porque estas enzimas sao secretadas
no exterior das células (JUTURU e WU, 2014).

Depois que as enzimas sdo produzidas, ensaios de atividade sdo necessarios para a sua
deteccdo. A atividade da celulase € avaliada, principalmente, usando um ensaio de agUcar
redutor para medir os produtos finais da hidrélise da celulase. A atividade da celulase total
(FPase) foi desenvolvida por Mandels e Sternberg (1975), tornando-se amplamente utilizada
desde 1984, quando a comissdo de biotecnologia da International Union of Pure and Applied
Chemistry (IUPAC) propbs uma série de procedimentos padrdes para a sua medicdo. Este
método utiliza o papel filtro como substrato padrdo. A quantidade total de glicose obtida devido
a atividade da celulase é medida usando diferentes métodos de determinacdo de agUcares
redutores, entre eles o do acido 3,5-dinitrossalicilico (DNS), sugerido por Miller (1959). A

atividade da endoglucanase (CMCase) é quantificada utilizando derivados de celulose com um
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elevado grau de polimerizacdo, tais como a carboximetilcelulose (CMC). Os aglcares podem
ser avaliados do mesmo modo que a FPase. As atividades da exoglucanase e B-glicosidase séo
mensuradas utilizando, como substrato, a celulose cristalina (marca Avicel) e a celobiose,
respectivamente. O reagente DNS contém: (1) tartarato de sddio e potéssio, que diminui a
tendéncia para dissolver o oxigénio, aumentando a concentracéo de ions na solugdo; (2) fenol,
que aumenta a quantidade de cor produzida durante a reacdo; (3) bissulfito de sodio, que
estabiliza a cor obtida e reage com qualquer oxigénio presente no tampao; (4) um tampao
alcalino necessario para a reacdo redox entre 0 DNS e a glicose ou outros agucares redutores
(DASHTBAN et al., 2010).

Estudos desenvolvidos com as enzimas celuloliticas tém constatado seu potencial
biotecnologico em varias industrias, tais como as industrias de alimentos, ragdo animal,
fabricacéo de cerveja e producéo de vinho, agricultura, refinaria de biomassa, papel e celulose,
téxtil e lavanderia (KUHAD et al., 2011). Na Tabela 8, sdo apresentadas algumas aplicacoes

destas enzimas.

Tabela 8 — Algumas aplicag6es das celulases nas industrias

IndUstria Algumas aplicacdes

Agricultura Controle de patdgenos e doencas de plantas; favorecimento do crecimento e
floracdo da planta; melhoria da qualidade do solo; reducdo da dependéncia em
fertilizantes minerais

Bioconversdo Conversdo de materiais celuldsicos para etanol, outros solventes, acidos organicos e
proteinas de célula Unica, e lipideos; producdo de alimentos ricos em energia para
animais; melhoria da qualidade nutricional dos alimentos para animais; melhoria da
digestdo e absorcdo de alimentos

Detergentes Detergentes a base de celulase; tém superior acdo de limpeza sem danificar as
fibras; remogéo de protuberancias irregulares em tecidos de algodéo;
antirredeposicao de particulas de tinta

Fermentagao Melhoria da maltagem e maceracdo; melhoria da prensagem e extracéo da cor de
uvas; melhoria do aroma dos vinhos; melhoria na fermentacéo priméria e qualidade
da cerveja; melhoria da viscosidade e capacidade de filtracdo do mosto

Alimentos Melhoria do rendimento na extracdo de amido e proteinas; melhoria da maceracéo,
prensagem e extracdo da cor de frutas e legumes; clarificagdo de sucos de frutas;
melhoria da textura e qualidade de produtos de padaria; melhoria da textura, sabor,
aroma e propriedades volateis de frutas e vegetais

Polpa e papel  Coaditivo no branqueamento de pasta de papel; polpacao biomecénica; melhoria da
drenagem; reducédo da necessidade de energia e cloro

Téxtil Melhoria da qualidade e estabilidade dos tecidos, da propriedade de absorcéo das
fibras; amolecimento de vestuario; remocao do excesso de corante em tecidos

Fonte: Kuhad et al. (2011)
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2.6 MERCADO DE ENZIMAS

As propriedades cataliticas eficientes e altamente especificas de enzimas estimularam
a sua introducdo em varios processos e produtos industriais. As pesquisas recentes em
biotecnologia, especificamente em areas como engenharia das proteinas e engenharia genética,
forneceram instrumentos importantes para o desenvolvimento eficaz de novas enzimas. Com
isto, desenvolveram-se enzimas com propriedades aperfeicoadas para aplicacdes técnicas e
industriais estabelecidas. O mercado mundial de enzimas industriais foi de quase US$ 4,5
bilhdes em 2012, e cerca de US$ 4,8 bilhGes em 2013. Entédo, espera-se que o mercado atinja,
aproximadamente, US$ 7,1 bilhdes até 2018, com uma taxa de crescimento anual composta de
8,2% de 2013 a 2018 (DEWAN e SETIA, 2014).

Como as enzimas sdo catalisadores naturais, ndao toxicos, biodegradaveis, eficientes e
altamente especificos, que funcionam em condicdes suaves, seu uso geralmente representa uma
alternativa ecologica (verde) para os procedimentos convencionais. A empresa dinamarquesa
Novozymes controla o mercado mundial com uma quota que se aproxima da metade da
producdo total. Outras empresas produdoras de enzimas sdo a DSM, na Holanda, e BASF, na
Alemanha. Nos Estados Unidos, a DuPont alcangou um papel importante neste negocio a partir
da compra da Danisco e da Genencor. A principal area de aplicacdo das enzimas sao 0s setores
de alimentos e racdes, 0s quais consomem mais de um terco da producdo enzimatica, seguido
por detergentes e produtos de limpeza (TALENS-PERALES et al., 2016).

O desenvolvimento da tecnologia enzimatica no Brasil € muito importante, em
consequéncia da sua grande disponibilidade de recursos naturais. Ainda assim, enquanto o
mercado internacional de enzimas industriais e especiais é estimado em US$ 4 bilhdes, o
mercado externo brasileiro de biocatalisadores é estimado em, aproximadamente, US$ 200
milhdes, ja levando em conta a predominancia dos produtos importados. Em suma, a producédo
de enzimas no Brasil € escassa e 0s precos sao elevados, o que dificulta o crescimento desta
area (ANDREAUS et al., 2014).

Atualmente, as celulases sdo o terceiro maior mercado de enzimas industriais no
mundo, principalmente devido a sua utilizacdo no processamento de algodao, na reciclagem de
papel, na formulacdo de detergentes, na extracdo de suco e como aditivos para alimentacdo
animal. Todavia, as celulases tém grande potencial de se tornar o maior mercado de enzimas
industriais, onde, o etanol, o butanol ou outro produto de fermentacdo de agUcares, produzido
por enzimas a partir de biomassa deve se tornar um dos principais combustiveis (WILSON,
2009).



49

O custo das enzimas é considerado uma importante barreira na produgdo de
biocombustiveis. Estes custos sdo contabilizados e relatados em termos de délares por litro de
etanol. A producdo também depende de outros fatores, incluindo a escolha da matéria-prima, a
carga da enzima e o rendimento global de biocombustivel (KLEIN-MARCUSCHAMER et al.,
2012).

Conforme Klein-Marcuschamer et al. (2012), a contribuicdo do custo das enzimas para
o etanol produzido pela conversao de palha de milho seria de $ 0,68 por galdo, se os agucares
da biomassa pudessem ser convertidos em rendimento tedrico maximo, e de $ 1,47 por galdo,
se 0s rendimentos se baseassem nos rendimentos de sacarificacdo e fermentagdo previamente
relatados na literatura cientifica. Wilson (2009) relatou que o custo das celulases era cerca de $
0,50 por galdo de etanol. Lynd et al. (2008) estimaram o custo da celulase em $ 0,30 por galdo
de etanol. No entanto, afirmaram que ha pouca informacao de conhecimento publico sobre esse
valor e que 0 mesmo seria afetado por uma variedade de fatores.

Em funcdo disto, a producdo de celulases por microrganismos a partir de residuos
lignocelulésicos € um método eficaz e barato para a obtencdo de produtos com alto valor
agregado, uma vez que 0s extratos enzimaticos obtidos ap0s o processo fermentativo podem
ser utilizados na hidrdlise da biomassa para a sua conversdo em biocombustiveis ou produtos
quimicos (UCKUN KIRAN et al., 2014).

2.7 PLANEJAMENTO E OTIMIZACAO DE EXPERIMENTOS

O projeto experimental e a otimizagdo exercem um papel importante na metodologia
realizada, quando um novo método analitico é desenvolvido e validado. Esta € a razéo pela qual
0s métodos analiticos devem atender requisitos de qualidade complexa, sendo o processo
geralmente afetado por um grande nimero de variaveis ou fatores. No geral, a otimizacdo €
uma etapa do processo para encontrar os valores das variaveis que fornecem a melhor resposta
possivel. Ha duas estratégias de otimizacdo: as abordagens univariada e multivariada. Na
univariada, apenas um fator é variado por vez, enquanto o0s outros fatores permanecem
constantes, ndo levando em consideracdo as interacdes entre os fatores. Neste caso, 0 nUmero
de experimentos é importante e, quando o nimero de fatores aumenta, geralmente o dominio
experimental explorado é menor, se comparado com o examinado com a abordagem
multivariada. Por outro lado, na estratégia multivariada, varios fatores sdo estudados
simultaneamente em um namero predefinido de experimentos, variando 0s niveis de todos os
fatores envolvidos no processo (CANDIOTI et al., 2014).
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O design multivariado de experimentos (DOE) e a metodologia de superficie de
resposta (MSR) sdo Uteis para o desenvolvimento, aperfeicoamento e otimizag¢ao de processos.
Como a otimizacdo de multiplos parametros é demorada, a MRS pode ser utilizada para avaliar
a significancia de varios fatores, especialmente quando ha interacdes entre os fatores e elas sao
complexas de determinar (OBEROI et al., 2014).

A metodologia de superficie de resposta é obtida a partir do planejamento de
experimentos, o qual determina os valores dos fatores para a realizacdo de experimentos e
recolhimento de dados. Estes dados sdo, entdo, utilizados para desenvolver um modelo empirico
que relaciona a resposta do processo aos fatores. Posteriormente, 0 modelo facilita a busca da
melhor resposta do processo, que é validada por meio de experimentos (ZHEN et al., 2013).

A MSR consiste nas seguintes fases gerais: (1) triagem, onde 0s experimentos sao
projetados com o proposito de descobrir os fatores de controle que causam efeitos
estatisticamente significativos de importancia pratica para o objetivo do estudo; (2) modelagem,
na qual os experimentos sdo projetados com a finalidade de modelar a caracteristica de
qualidade de interesse (resposta) em funcdo dos fatores de controle; (3) otimizacdo, onde o
modelo de resposta é analisado para determinar as configuracGes de variaveis nas quais sao
obtidas as condicBes o6timas de propriedade do sistema. Esta metodologia apresenta estratégia
de experimentacédo sequencial, a qual leva a um alto nivel de conhecimento do sistema, caso 0s
problemas das fases experimentais sejam devidamente controlados (COSTA et al., 2011).

Alguns problemas em varios campos da ciéncia envolvem multiplas respostas, estas
respostas devem ser otimizadas simultaneamente, ja que sua analise separada pode resultar em
solugdes incompativeis. Esta analise simultanea é uma estratégia utilizada na MSR, a qual
consiste em converter as respostas multiplas em uma Unica resposta, combinando as respostas
individuais em uma funcdo composta seguida de sua otimizacdo. Um das técnicas utilizadas é
a desejabilidade, que apresenta métodos faceis de entender e de usar, além de apresentar
flexibilidade para incorporar as preferéncias do responsavel por decisfes (pesos ou prioridades
destinadas as respostas). Ademais, 0 método de desejabilidade mais popular, proposto por
Derringer e Suich (1980) ou suas modificac@es, esta disponivel em muitos pacotes de software
para analise de dados (COSTA et al., 2011).

A funcdo de desejabilidade converte os modelos de resposta estimados, normalmente
modelos de segunda ordem, em func¢des de desejabilidade individuais que sdo, entdo, agregadas
em uma funcdo composta (desejabilidade global). Geralmente, essa funcdo é uma media
geométrica ou aritmética, que sera maximizada ou minimizada, respectivamente (COSTA et
al., 2011).
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Xiao et al. (2006) estudaram os efeitos da composi¢do do meio e dos parametros de
fermentacdo na producdo simultanea de micélios e polissacarideos intracelulares, em cultivo
submerso, usando fungdes de desejabilidade. Com os dados das condi¢fes 6timas, constataram
que o uso de funcbes de desejabilidade é eficaz na otimizacdo de processos de fermentacéo
multi-resposta, sendo prontamente aplicavel a outros sistemas de fermentacdo.

Nos estudos de Gadhe et al. (2013), a MRS e a funcdo de desejabilidade foram
empregadas a fim de alcancar a méaxima producéo de hidrogénio em lodo anaerdébio. Li et al.
(2007) projetaram um meio ideal para o processo de fermentacdo de L-glutamina, utilizando
metodologia de superficie de resposta. Com base nos resultados da MSR, a funcdo de
desejabilidade foi introduzida para prever a melhor condicdo do meio em relacdo a
concentracdo de glutamina e ao custo de producdo, onde as técnicas de otimizacdo simultanea
aplicadas demonstraram ser eficientes para otimizar o meio de fermentacao para a producao de
glutamina.

Yang et al. (2014) investigaram a influéncia da composi¢édo do meio e das condigdes
culturais da cultura submersa de Cordyceps militaris CGMCC 2909 sobre a producdo ideal de
micélios, polissacarideos, adenosina e manitol, usando meétodos estatisticos sequenciais
combinados com a funcéo de desejabilidade. Assim como em outros estudos, 0s seus resultados
confirmaram que a funcdo de desejabilidade e a metodologia de superficie de resposta sao
ferramentas eficazes para modelagem matematica e para a analise fatorial do processo de

otimizacéo.
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3 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Biotecnologia Ambiental
(LABAM) da Universidade Federal de Sergipe (UFS). Os ensaios de fermentacdo e extracao
do caldo enzimatico foram baseados na metodologia descrita por Mrudula e Murugammal
(2011), com algumas modificagcdes. O esquema descrito na Figura 5 apresenta, de forma

sucinta, as etapas empregadas no processo de producao das enzimas celuloliticas.

Materiais lignocelulosicos Preparo do meio
Moagem Suspensdo de esporos

: \

Fermentacdo em estado solido <

!

Obtencédo do extrato enzimatico

!

Filtrac&o

)

Centrifugacao ,
| |

Sobrenadante Sedimento
| !

l l l Crescimento celular
ART Atividades enzimaticas Proteinas totais

Figura 5 — Diagrama do processo de producédo de enzimas celuloliticas
Fonte: Autora (2016)

3.1 SUBSTRATOS

Os materiais lignocelul6sicos empregados na fermentagdo em estado sélido foram
residuos de folhas, coletados na regido adjacente ao LABAM, além de bagago de cana-de-

acucar e sabugo de milho obtidos em feiras locais. Estes substratos foram moidos, para a
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obtencdo de um p6 homogéneo, e classificados utilizando peneira Tyler 20. Em seguida, os

residuos foram armazenados em recipientes hermeticamente fechados.

3.2 MICRORGANISMOS

O microrganismo utilizado foi o fungo filamentoso Aspergillus niger (Figura 6),
isolado do solo pelo Grupo de Engenharia de Sistemas Bioldgicos (BIOSE), que pertence a
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) e, gentilmente, doado pelo Departamento de
Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Sergipe. No primeiro repique, a cultura
foi semeada em meio &gar batata dextrose (Potato Dextrose Agar — PDA), em tubos inclinados,
0s quais foram incubados a 30 °C por cinco dias, para proporcionar o crescimento de colonias
fungicas. Depois deste periodo, os esporos obtidos foram armazenados a 4 °C, para a sua
preservacdo. A partir dos tubos, foi realizado um segundo repique, com 0S mesmos requisitos
do anterior, onde os fungos foram inoculados em frascos Erlenmeyers, para obter uma maior
area de desenvolvimento da cultura e, consequentemente, uma maior esporulacao.

Flg — Fungo Aspergillus niger
Fonte: Autora (2016)

3.3 PREPARO DO INOCULO

Para o preparo do in6culo, 50 mL da solucéo estéril de Tween 80 a 0,01% (v/v) foram
adicionados aos frascos Erlenmeyers, com os microrganismos no meio PDA, para desprender
0S esporos a partir de raspagem e agitacdo. Posteriormente, a suspensdo de esporos foi
transferida para outro frasco esterilizado e armazenada a 4 °C.
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3.3.1 Contagem de esporos

A contagem dos esporos foi realizada em cadmara de Neubauer, com o auxilio de um
microscépio, em cinco quadrantes (um central e quatro periféricos). Cada quadrante é composto
por 16 quadrados, com area igual a 0,0025 mm?, e a profundidade da cAmera corresponde a 0,1
mm. O volume da suspensdo inoculado no meio de fermentagdo foi ajustado para a
concentracdo final de 2 x 107 esporos por grama de substrato sélido e calculado de acordo com
a Equacdo 1 (BARROS et al., 2014).

Cdesej ada”*Mgybstrato

1)

V. , 1 =
moeto Ccalculada

Nesta equacdo, Vinsculo € 0 Volume de indculo a ser adicionado (ML); Msubstrato € @ Massa
de substrato usada na fermentacéo (g); Caesejaca € @ concentracéo final de esporos na fermentagao

(esporos/g); Ccaiculada € @ cONCentracéo de esporos na suspensao (esporos/mL).
3.3.2 Crescimento celular

O crescimento celular foi determinado com base no método da massa seca, com
algumas alteracdes, no qual 10 mL do extrato enzimatico foram centrifugados a 3.400 rpm
durante 10 min, e entdo a massa foi separada do sobrenadante e colocada para secar em estufa
a 60 °C até atingir peso constante. A Equacdo 2 representa o calculo da concentracdo de
biomassa na solucdo por massa seca, para obter a concentracdo de esporos no caldo (ROCHA,
2010).

mg 100
X=— xVx
vV f

C mr

2)

Onde X é a quantidade de células (g/100 g de substrato); ms é a massa seca (g); Vc € o
volume do caldo enzimético (mL); V€ o volume de 4gua adicionado na extragdo das enzimas

(mL); m, é a massa do substrato (g).
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3.4 PROCESSO FERMENTATIVO

As fermentacGes em estado sélido, para a obtencdo de enzimas celuloliticas, foram
realizadas em frascos Erlenmeyers de 250 mL, usados como biorreatores, contendo 7,5 g de
cada substrato (residuos de folhas, bagaco de cana-de-agucar e sabugo de milho) e o volume da
solugdo nutriente suficiente para atingir 55% de umidade. Os frascos foram esterilizados em
autoclave a 1 atm durante 15 min. Apo6s o resfriamento, o meio foi inoculado com a suspensédo
de esporos de Aspergillus niger e incubado a 30 °C por um periodo de 120 h. Os Erlenmeyers

foram submetidos a agitacdo suave periodicamente.

3.4.1 Solucéo nutriente

Como a composicdo da solugdo nutriente varia entre os trabalhos da literatura,
diferindo tanto nos elementos quanto nas suas concentracdes, realizou-se um levantamento com
alguns autores (Tabela 9) para verificar quais as principais fontes de nitrogénio e sais minerais
utilizados nesta solucdo. Diante disso, foram selecionados os complementos nutricionais da
fermentacdo. A escolha se baseou nos elementos mais utilizados entre os autores citados e,
também, na sua disponibilidade no laboratdrio.

Dessa forma, a solucdo nutriente foi composta por: (NH4)2S0s, 10 g/L; KH2POs4, 3
g/L; MgS04.7H20, 0,5 g/L; CaCly, 0,5 g/L; FeSO4.7H20, 0,005 g/L; MnSO4.H-0, 0,0016 g/L;
ZnS04.7H-0, 0,0014 g/L.

3.5 OBTENCAO DO EXTRATO ENZIMATICO

Ao final da fermentacdo, as enzimas celuloliticas foram extraidas a partir do caldo
fermentado. Em cada frasco Erlenmeyer, adicionou-se dgua destilada, na propor¢do de 1:10
(m/v), misturando homogeneamente em um agitador rotativo a 120 rpm e 30 °C durante 1 h. O
extrato enzimatico obtido foi filtrado a vacuo. Em seguida, foi retirado o volume de extrato
necessario para a analise do crescimento celular e o restante foi centrifugado a 3.000 rpm
durante 15 min, sendo o sobrenadante utilizado como fonte de enzima extracelular para a

determinacdo da concentracdo de substrato (ART), atividade enzimatica e proteina total.
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AUTORES
(JECU, (HUetal.,, (BOGGIONE (ABUD et (SANCHEZ (CUNHAet (GAOetal, (NARRAet (LEVER et
2000) 2011) et al., 2016) al., 2015) et al., 2015) al., 2012b) 2008) al., 2012) al., 2013)
Nutriente Concentragéo (g/L)
(NH4)2S04 10,00 10,00 - 10,00 3,50 1,40 3,50 1,86 10,00
KH:PO, 3,00 3,00 - 3,00 3,00 2,00 3,00 2,00 3,00
MgSQO4.7H.0 0,50 - 0,30 1,00 0,50 0,20 0,50 0,30 0,50
MgSQO, - 0,50 - - - - - - -
CaCl,, H.0 0,50 - - - - - - - -
CaCl,, 2H;0 - - - - - - - - 0,50
CaCl, - 0,50 - 0,50 0,50 0,30 0,50 0,30 -
Peptona - - 1,00 - - 5,00 - 8,00 -
FeSO.. 7H.0 - - - 0,005 - 0,005 - 0,005 -
FeSO, - - 0,005 - - - - - -
MnS0O,.4H,0 - - 0,0016 - - - - - -
MnSO4.H:0 - - - - - 0,0016 - 0,0016 -
MnSQ, - - - 0,005 - - - - -
ZnS04.7H,0 - - 0,0014 - - 0,0014 - 0,0014 -
ZnS04 - - - 0,005 - - - - -
CoCl,.6H,0 - - 0,02 - - - - - -
CoCl; - - - - - 0,002 - 0,002 -
Ureia - - 0,30 - - 0,30 - 0,30 -
Extrato de - - 0,25 - - 2,00 - 4,08 -
levedura
CuS0,4.5H0 - - 0,001 - - - - - -

Fonte: Autora (2016)
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3.6 DETERMINACAO DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS

Os sobrenadantes do caldo enzimatico foram analisados para a quantificacdo das
atividades da celulase total e da endoglucanase, segundo metodologia sugerida Ghose (1987).
Uma unidade de atividade enzimética (FPase e CMCase) é definida como a quantidade de
enzima necessaria para produzir um umol de agucares redutores por minuto, como a glicose,
sob as condigdes de anadlise (MANSOUR et al., 2016). Para a quantificagdo desses agUcares,
elaborou-se uma curva padrdo com os valores das concentracfes de glicose versus a

absorbancia.

3.6.1 Atividade enzimatica total em papel filtro (FPase)

A atividade em FPase foi determinada usando como substrato uma tira de papel filtro
qualitativo Whatman n.° 1 (1 por 6 cm, com 50 mg aproximadamente). Em tubos de ensaio de
25 mL foram adicionados 1 mL de tampado citrato de sédio 0,05 M (pH 4,8) e o substrato. Esta
mistura reagiu por 5 min a 50 °C. Em seguida, 0,5 mL do filtrado enzimatico, diluidos em
tampao citrato, foram acrescentados aos tubos, e os mesmos foram incubados em banho
termostéatico a 50 °C durante 60 min. Depois da incubacdo, os agucares redutores liberados
foram quantificados pelo método do DNS, proposto por Miller (1959). Para isso, foram
adicionados 3 mL de reagente DNS para interromper a reacdo enzimatica. A mistura foi
colocada em agua fervente por 5 min, sendo posteriormente resfriada em banho de gelo e, entéo,
diluida com a adicdo de 20 mL de agua destilada. Por altimo, os tubos foram deixados em
repouso durante 20 min, e a cor formada foi lida em um espectrofotémetro a 540 nm. O branco
da enzima foi elaborado sem a presenca do substrato, com 1 mL de tampéo citrato e 0,5 mL do
filtrado enzimatico. No caso do zero do espectrofotdmetro, a enzima ndo foi utilizada, apenas
1,5 mL do tampéo.

Pelo menos, duas dilui¢ces foram realizadas. Uma diluicdo deve ser capaz de libertar
um pouco mais que 2 mg de glicose utilizando o reagente DNS, ja a outra deve liberar uma
quantidade menor.

A partir da curva padrao foi possivel determinar a concentracdo de glicose liberada na

reacdo enzimatica. As dilui¢bes da enzima foram convertidas em concentracdo pela Equacéo 3.

1 volume de enzima na dilui¢ao

©)

Concentracdo = ————= —
¢ Diluigao volume total de diluigao
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A concentragéo de enzima que produziu exatamente 2,0 mg de glicose foi estimada a
partir de um gréafico que relaciona a glicose liberada com a concentragdo. Com o valor obtido,
as unidades foram calculadas pela Equacdo 4.

0,37
FPU = U/mL 4
concentracdo da enzima que libera 2,0 mg de glicose / @

Onde,

1 U =1 pmol/min de substrato convertido;

1 U = 0,18 mg/min quando o produto € glicose.

Como a quantidade absoluta de glicose liberada no ensaio FPU, produzida por 0,5 mL

de enzima em 60 min, em uma dilui¢éo critica é 2,0 mg, conclui-se que:

2,0 mg de glicose =~ hmol —_ 5 _tumol
-V ME G BHCOSE = 16%0,5%60 min.mL " min.mL

=0,37 U/mL

A enzima ndo diluida libera menos do que a quantidade critica de glicose, apresentando

baixos niveis de atividade. Nesse caso, as atividades foram calculadas pela Equacéo 5.
FPU = mg de glicose liberada x 0,185 (5)

Onde,

1 pumol s umol
0,18%0,5%60 min.mL min.mL

1,0 mg de glicose = =0,185 U/mL

3.6.2 Atividade enzimatica da endo-p-1,4-glucanase (CMCase)

A atividade CMCase foi analisada usando como substrato a carboximetilcelulose 2%
(CMC). Neste ensaio, uma amostra de 0,5 mL do caldo enzimatico, diluido em tamp&o citrato
de sodio 0,05 M (pH 4,8), foi adicionada em tubos de ensaio de 25 mL. A solucdo enzimatica
foi aquecida em banho termostético durante 5 min a 50 °C. Posteriormente, 0,5 mL de

carboximetilcelulose 2% foram adicionados aos tubos. As amostras foram incubadas a
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temperatura de 50 °C por 30 min. Apos este periodo, 3 mL do reagente DNS foram adicionados
para cessar a reacdo. A mistura foi colocada em éagua fervente por 5 min, em seguida, foi
resfriada e diluida com a adicdo de 20 mL de &gua destilada. A absorbéancia da reacdo foi
aferida, no espectrofotdmetro, em comprimento de onda 540 nm. A amostra de branco foi
produzida com 0,5 mL de solugdo de substrato e 0,5 mL do filtrado enzimético diluido. O
branco do espectrofotdmetro (absorbéncia zero) foi composto por 0,5 mL da solugdo de
substrato e 0,5 mL do tampéo citrato.

Pelo menos, duas dilui¢es foram realizadas. Uma diluig&o deve ser capaz de libertar
um pouco mais que 0,5 mg de glicose utilizando o reagente DNS, ja a outra deve liberar uma
quantidade menor.

As diluigdes da enzima também foram convertidas em concentracdo de acordo com a
Equacao 3.

A concentracdo de enzima que produziu exatamente 0,5 mg de glicose foi avaliada a
partir de um gréafico que relaciona a glicose liberada com a concentra¢do. Com o valor obtido,

as unidades foram mensuradas pela Equacéo 6.

0,185
CMC = U/mL 6
concentracdo da enzima que libera 0,5 mg de glicose /m ©)

Onde,

1 U =1 pmol/min de substrato convertido;

1 U = 0,18 mg/min quando o produto € glicose.

Como a quantidade absoluta de glicose liberada no ensaio CMC, produzida por 0,5

mL de enzima em 30 min, em uma diluicdo critica € 0,5 mg, tem-se que:

0.5 me de elicose =2 pmol —_ 1 1gs FMO _ (185 U/mL
> Mg eglcose_0,18><O,5><30 minmL minmL m

A enzima ndo diluida libera menos do que a quantidade critica de glicose, apresentando

baixos niveis de atividade. Nesse caso, as atividades foram calculadas pela Equacéo 7.

CMC = mg de glicose liberada x 0,37 (7)
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Onde,

1 pumol umol
0,18x0,5x30 min.mL ' min.mL

1,0 mg de glicose = =0,37 U/mL

3.6.3 Curva padréo de glicose

A construcéo da curva padréo baseou-se no procedimento proposto por Adney e Baker
(1996). Para isso, foram utilizadas duas solucées estoque de glicose anidra, 2 mg/mL (CMCase)
e 10 mg/mL (FPase), as quais foram armazenadas sob refrigeracdo (congeladas). Depois que as
solugdes foram descongeladas, sofreram agitagdo para garantir uma mistura adequada.

Para o padrdo da FPase, foram adicionados 0,5 mL das dilui¢cdes de glicose com 1 mL
do tampéo citrato de sodio 0,05 M (pH 4,8), em tubos de ensaio, 0s quais foram incubados a 50
°C durante 60 min. No caso da curva de calibracdo da CMCase, em tubos de ensaio, foram
adicionados 0,5 mL das dilui¢des de glicose com 0,5 mL da solugdo de CMC 2% e, em seguida,
foram incubados por 30 min a 50 °C.

A reacdo foi interrompida com o acréscimo de 3 mL da solucdo DNS, apds o periodo
de incubacdo. Logo apos, os tubos foram colocados em agua fervente por 5 min e, depois do
aquecimento, foram colocados em banho de gelo e deixados em repouso por alguns instantes.
Ao final, foram acrescentados 20 mL de &gua destilada, a mistura foi homogeneizada, e a cor
formada foi analisada em espectrofotdmetro a 540 nm, o qual deve ser calibrado com uma
amostra sem glicose. As diluicdes para a FPase sdo apresentadas na Tabela 10 e, para a
CMCase, na Tabela 11.

Tabela 10 — Diluicdes das solugdes estogue de glicose para construcdo da curva padrdo da FPase

Diluigao E_stoque de Tampé_o citrato Concentragéo Concentracéo
glicose (mL) de sédio (mL) (mg/0,5 mL) (mg/mL)
1:15 1,0 0,5 3,33 6,67
1:2 1,0 1,0 2,50 5,00
1:3 1,0 2,0 1,65 3,30
1:5 1,0 4,0 1,00 2,00
1:7 1,0 6,0 0,71 1,42
1:9 1,0 8,0 0,56 1,12

Fonte: Adaptado de Ghose (1987)
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Tabela 11 — Dilui¢es das solugdes estoque de glicose para construcao da curva padrdo da CMCase

Diluigao E_stoque de Tampép citrato Concentragéo Concentragéo
glicose (mL) de soédio (mL) (mg/0,5 mL) (mg/mL)
11 1,0 0,0 1,00 2,00
1:15 1,0 0,5 0,67 1,33
1:2 1,0 1,0 0,50 1,00
1:4 1,0 3,0 0,25 0,50
1:6 1,0 5,0 0,17 0,33

Fonte: Adaptado de Ghose (1987)

3.7 QUANTIFICACAO DOS ACUCARES REDUTORES TOTAIS

A determinacdo dos acUcares redutores totais foi realizada a partir do método
colorimétrico do DNS, conforme descrito por Miller (1959). Inicialmente, o extrato enzimatico
sofreu uma hidrélise com éacido sulfarico e, em seguida, neutralizacdo com hidroxido de sédio.
Para esse processo, 1 mL do extrato foi transferido para um tubo de ensaio juntamente com 5
mL de H2SO4 1,5 M, entdo essa mistura foi colocada em banho fervente durante 30 min, com
agitacdo constante, para hidrolisar os polissacarideos e outros aglcares nao redutores. Em
seguida, foi colocada em banho de gelo e, apds a adicdo de fenolftaleina, foi neutralizada com
NaOH 10%. A solucéo foi filtrada e o seu volume completado com &gua destilada até 25 mL.
Ao final desse procedimento, 0,25 mL da amostra foi transferido para um tubo de ensaio com
0,5 mL de agua destilada e 0,25 mL do reagente DNS. O tubo foi colocado em agua fervente
por 5 min, depois resfriado em banho de gelo para cessar a reacao e, posteriormente, a mistura
foi diluida com a adicéo de 4 mL de agua destilada. A cor formada nessa reacdo foi lida em um
espectrofotébmetro a 540 nm. O zero do espectrofotdmetro foi elaborado sem a presenca da
amostra hidrolisada, apenas com 0,75 mL de &gua destilada e 0,25 mL do reagente DNS. A
partir de uma curva padrdo foi possivel determinar a concentracdo de ART em glicose, em g/L.
Os célculos para a determinacdo dos acgucares redutores totais podem ser realizados por meio

da Equacdo 8.

ART (g/L) = Diluigao da hidrdlise x absorbancia x fator da curva padrao (8)
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3.8 QUANTIFICACAO DE PROTEINAS TOTAIS

A concentragdo de proteinas foi determinada pelo método de Bradford (1976), o qual
se baseia em uma curva padrdo com diferentes concentragdes de uma proteina conhecida,
usualmente a albumina do soro bovino (BSA), e a solugdo corante. A solucdo corante foi
preparada dissolvendo-se azul brilhante de Coomassie G-250 em etanol, acido fosférico 85% e
agua destilada. E a curva de calibracdo foi construida utilizando solucGes de BSA com
concentragdes na faixa de 0,02 g/L a 0,10 g/L.

Para a dosagem de proteinas, em tubos de ensaio, foram adicionados 0,1 mL do extrato
enzimatico e 1 mL da solucédo corante. Apds 10 min de reacgdo, a absorbancia foi mensurada em
espectrofotbmetro, com o comprimento de onda 600 nm. O zero do espectrofotémetro foi
composto por 0,1 mL de agua destilada e 1 mL do corante.

As atividades especificas da celulase total e da endoglucanase foram avaliadas pela

relacdo entre atividade enzimatica (U/mL) e o teor de proteinas totais (mg/mL).

3.9 OTIMIZACAO DA PRODUCAO DE ENZIMAS

3.9.1 Planejamento fatorial completo (2% + 3)

O planejamento fatorial foi realizado para analisar quais as condi¢cbes mais adequadas
para a producdo de celulases pelo fungo Aspergillus niger, por meio da fermentacdo em estado
solido, tendo os residuos de folhas (biomassa abundante, barata e composta por lignocelulose)
como fonte de carbono.

Entdo, para estudar a influéncia das variaveis: concentracdo do indculo
(esporos/gsubstrato), PH inicial, temperatura (°C) e umidade da amostra (%), nas atividades
enzimaticas da celulase total (FPase) e da endoglucanase (CMCase) e nas suas atividade
especificas, foi realizado um planejamento fatorial completo 24, com trés repeticdes no ponto
central (PC), utilizando o software STATISTICA®, de acordo com a metodologia de Barros
Neto et al. (2001). Na Tabela 12, é apresentada a matriz do planejamento com os valores reais
e codificados.

A faixa de valores para os niveis da concentracdo final do inoculo foi escolhida de
acordo com os trabalhos descritos na literatura. Como ndo ha um padrdo para este valor, foi
selecionada uma quantidade com diferenca de 1 x 107 de esporos/Qsubsratc €Ntre 0s niveis

superior e inferior, levando em consideracao a concentracdo inicial do indculo. Os niveis do pH
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inicial e da temperatura foram escolhidos em conformidade com o crescimento dos
microrganismos, isto é, em condi¢des onde o crescimento era mais favoravel. E, por Gltimo, os
niveis de umidade da amostra foram definidos baseados no teor de agua suportado pela
fermentacdo em estado solido. Também foi realizado um estudo prévio do processo
fermentativo com diferentes quantidades de dgua. Deve-se salientar que todos os dados foram
pesquisados na literatura.

As fermentagdes foram realizadas em frascos Erlenmeyers de 125 mL, com 3,5 g de
substrato, sendo acompanhadas durante 192 h, com anélises diarias, em triplicata, das atividades
de FPase e CMCase, assim como ART e proteinas.

Tabela 12 — Matriz do planejamento fatorial (2*+ 3) para a producio de celulases

Concentragao do

Ensaio in6culo oH inicial Tem?oeé;"t”ra Umidade (%)
(eSpOros/Qsubstrato)
1 1x107 (-1) 5(-1) 30 (-1) 30 (-1)
2 1x108 (1) 5(-1) 30 (-1) 30 (-1)
3 1x107 (-1) 6 (1) 30 (-1) 30 (-1)
4 1x10° (1) 6 (1) 30 (-1) 30 (-1)
5 1x107 (-1) 5 (-1) 40 (1) 30 (-1)
6 1x10° (1) 5 (-1) 40 (1) 30 (-1)
7 1x107 (-1) 6 (1) 40 (1) 30 (-1)
8 1x10° (1) 6 (1) 40 (1) 30 (-1)
9 1x107 (-1) 5 (-1) 30 (-1) 70 (1)
10 1x10° (1) 5 (-1) 30 (-1) 70 (1)
11 1x107 (-1) 6 (1) 30 (-1) 70 (1)
12 1x10° (1) 6 (1) 30 (-1) 70 (1)
13 1x107 (-1) 5(-1) 40 (1) 70 (1)
14 1x10° (1) 5 (-1) 40 (1) 70 (1)
15 1x107 (-1) 6 (1) 40 (1) 70 (1)
16 1x10° (1) 6 (1) 40 (1) 70 (1)
17 (PC) 5,5x107 (0) 5,5 (0) 35 (0) 50 (0)
18 (PC) 5,5x107 (0) 5,5 (0) 35 (0) 50 (0)
19 (PC) 5,5x107 (0) 5,5 (0) 35 (0) 50 (0)

Fonte: Autora (2016)
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3.9.2 Funcéo de desejabilidade

A funcdo de desejabilidade é um método de otimizagdo simultanea das variaveis
dependentes (saida/resposta), as quais dependem de um conjunto de variaveis independentes
(entrada). Basicamente, envolve a selecdo de um conjunto de condi¢bes de entrada, que
fornecem os valores de saida mais desejaveis (DERRINGER e SUICH, 1980).

Quando ha um grande numero de variaveis de entrada e saida, a analise de resposta
Unica apresenta algumas limitacGes, pois as condi¢des de entrada ndo sdo as mesmas para as
diferentes respostas, levando a uma falsa interpretacdo da situacdo 6tima (DEKA et al., 2013).

A funcdo envolve a transformacdo de cada variavel de resposta estimada, yi, em um
valor desejavel, di, o qual varia de 0 a 1. O valor de di aumenta a medida que aumenta a
desejabilidade da resposta correspondente. Respostas com valores de di iguais a 0 sdo
consideradas fora da regido aceitavel. Entdo, as desejabilidades individuais s&o combinadas,
usando média geométrica, para determinar a desejabilidade globlal (D) do sistema de multiplas
respostas, como é mostrado na Equacéo 9 (DERRINGER e SUICH, 1980).

D = (d;xdyx...xd) 7k ©)

Onde k € o numero de respostas. E, assim como di, a desejabilidade global (D) varia
de 0 a 1 e aumenta a medida que o equilibrio das propriedades se torna mais favoravel.

Dependendo se uma resposta particular, yi deve ser maximizada, minimizada ou
atribuida um valor alvo, podem ser utilizadas diferentes funcdes de desejabilidade, d;
(DERRINGER e SUICH, 1980). Como neste trabalho a funcdo de desejabilidade foi aplicada
com o objetivo de otimizar as variaveis de entrada para maximizar as atividades da celulase

total e da endoglucanase, a desejabilidade individual foi determinada pela Equacéo 10.

( 0 Vi<V
~ T
Vi — Yix *
d.(s. :! l*—l <9<y (10)
S pren Yir < §i Y,
L 1 2y,

Onde di(yi) e a funcdo de desejabilidade; y;. € o valor minimo aceitavel de §.; y; € 0

valor mais alto de y.; r € o peso de uma resposta.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados deste trabalhos estdo divididos em duas partes. A primeira refere-se ao
estudo da influéncia de diferentes substratos (residuos de folhas, bagaco de cana e sabugo de
milho) nas atividades enzimaticas da celulase total (FPase) e da endoglucanase (CMCase), isto
é, como estas atividades sdo influenciadas pelo crescimento microbiano e pelo consumo dos
substratos. J& a segunda parte discorre sobre a analise das variaveis: concentracdo final do
indculo, pH inicial, temperatura e umidade, na fermentacdo em estado solido com os residuos
de folhas, e como as mesmas interferem nas atividades das celulases em diferentes condigdes.

Como ndo ha programas ambientais que visam a alocacdo adequada dos residuos
urbanos, como folhas, galhos e troncos de &rvores, com o intuito de reciclagem ou
reaproveitamento, a bioconversao desses residuos € uma alternativa para minimizar os impactos
ambientais causados pelo descarte incorreto e para utilizar uma fonte barata e rica de nutrientes
para obter produtos Uteis, sustentaveis e com alto valor agregado. Diante disso, 0s residuos de
folhas foram utilizados neste trabalho como substrato na producéo de celulases. Ainda, a sua
selecdo foi devido ao uso ja consolidado do bagaco de cana e do sabugo de milho na producéo
de biocombustiveis e outras aplicacfes, bem como pela escassez de estudos disponiveis na

literatura que utilizam as folhas como substrato.

4.1 INFLUENCIA DOS DIFERENTES SUBSTRATOS NA PRODUCAO ENZIMATICA
4.1.1 Residuos de folhas

Os extratos enzimaticos das folhas, obtidos a partir das fermentac6es, foram analisados
em relacdo a composicdo de agucares redutores totais (ART), atividades da celulase total e da
endoglucanase, em um periodo de 120 h.

Na Figura 7, observa-se que a FPase alcancou a maior atividade em 48 h, com 0,78 +
0,00 U/g, seguido por um decaimento no ART e um aumento na concentracdo de esporos,
indicando gque o microrganismo consumiu o substrato para a producdo de enzimas. A partir
desse periodo, houve uma queda na atividade enzimatica, a qual apresentou uma variacdo
minima entre 72 e 96 h, enquanto os agucares redutores permanaceram em declinio, atingindo
seu valor minimo em 72 h, ao mesmo tempo que o crescimento microbiano atingiu o seu
méaximo. Nessa etapa, o fungo esgotou a quantidade de acucar disponivel no substrato e, como

estava em uma fase de crescimento exponencial, essa concentracdo de acucar, especialmente a
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glicose, ndo foi o suficiente para acompanhar o seu desenvolvimento, tornando possivel a
obtencdo de mais agucares por meio das enzimas ja produzidas (OBEROI et al., 2012). Em 96
h, nota-se uma reducdo na concentracao de esporos em decorréncia da morte ou crescimento
lento dos fungos, ao passo que o ART aumentou e a atividade diminuiu, ja que os fungos nao
estavam com o metabolismo ativo para a producéo de enzimas. Em 120 h, os microrganismos
voltaram a crescer, consumindo o agucar do substrato, proporcionando um leve acréscimo na

atividade de celulase total.
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Figura 7 — Curvas de crescimento do Aspergillus niger, teores de acucares redutores totais, atividades
da celulose total (FPase) e da endoglucanase (CMCase) em funcdo do tempo de fermentacéo,
utilizando residuos de folhas como fonte de carbono

O perfil de atividade enzimética da endoglucanase acompanhou o crescimento
microbiano, alcancando sua maior producdo em 72 h (Figura 7). A medida que os
microrganismos se desenvolveram, alimentando-se dos acUcares disponiveis no substrato,
produziram a enzima em questdo. Neste tempo, o caldo apresentou uma atividade de 1,53 *
0,01 U/g, com menor concentracdo de agucares redutores totais (0,02 Qglicose/Qsubstrato) € Maior
produgdo de esporos (2,56 Jesporos/100 Qsubstrato). EM 96 h, observa-se uma dimunuigdo do
crescimento fungico e da atividade da endoglucanase, a0 mesmo tempo em que ndo houve
consumo de substrato e, sim, uma liberacdo de aclUcares no meio, mostrando que os fungos,
ainda ativos, liberaram enzimas para a hidrélise dos agucares e para a sua reproducdo, fato
observado no final das fermentacdes (120 h), onde 0s esporos exibiram um acréscimo em sua
concentracdo e, com isso, influenciaram na producdo de CMCase, a qual apresentou atividade
de 1,42 + 0,02 U/g.

Este estudo utilizou residuos de folhas como fonte de carbono para a produgéo de

celulases, tornando invidvel uma comparacédo mais minuciosa em torno dos demais substratos.
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Kumar et al. (2016a) avaliaram a influéncia de diferentes substratos na producéo de celulases
pelo fungo A. nidulans, onde se destacou o residuo da grama preta (Vigna mungo), parte da
planta sem raiz e sementes, obtendo atividade méxima da celulase total de 1,50 U/g e
endoglucanase de 61,7 U/g. Nos estudos de Liang et al. (2012), com Aspergillus sp. cultivado
em grama de arroz (Spartina spp.), a atividade da celulase total foi de 1,14 U/g apds a
otimizacdo das variaveis da fermentacdo. Essa disparidade entre os valores da literatura e os
encontrados neste trabalho é plausivel, uma vez que as fermentacfes foram realizadas em
condi¢des especificas, com diferentes cepas de microrganismos e com grande variabilidade de
substratos.

4.1.2 Bagaco de cana-de-acucar

Analogamente aos residuos de folhas, os caldos enzimaticos da fermentacgdo solida,
tendo o bagaco de cana como fonte de carbono, foram avaliados em relagdo a atividade da
celulase total e da endoglucanase, o crescimento do fungo Aspergillus niger e os teores de
acucares redutores totais. Todos em funcdo do tempo, com duracéo de 120 h.

Conforme a Figura 8, 0 microrganismo apresentou um crescimento lento, seguido por
uma fase de declinio, nas primeiras horas de fermentacéo, reduzindo-se consideravelmente até
72 h, uma vez que sua concentracao caiu de 2,29 para 0,32 Qesporos/100 Gsubstrato €M UM intervalo
de tempo de 24 h. Apesar disso, percebe-se que, mesmo com a baixa concentracdo de esporos,
a FPase continuou sendo produzida em taxas reduzidas, apenas com uma pequena queda em 96
h, atingindo atividade méxima de producdo em 120 h (1,09 + 0,01 U/g). A diminuicdo na
atividade ocorreu simultaneamente ao aumento na producéo de esporos, 0 que provavelmente
foi causado pela utilizacdo das enzimas como fonte de nutrientes para sua reproducdo. Em 120
h, os perfis cinéticos das trés variaveis apresentaram o comportamento esperado, isto &,
consumo do substrato pelo microrganismo e consequente producdo enzimatica.

Um estudo envolvendo varios residuos lignocelulésicos, dentre eles, o bagaco de cana,
foi realizado por Bansal et al. (2012) com o objetivo de produzir celulases por A. niger em
cultivo solido. A atividade da celulase total foi de 1,50 + 0,01 U/g, no residuo sem tratamento,
assemelhando-se ao ponto de maxima atividade encontrado neste trabalho. Em contrapartida,
no trabalho de Membrillo et al. (2008), a producdo de FPase por duas cepas de Pleurotus
ostreatus cultivadas no mesmo substrato atingiu maior atividade (0,013 U/g) em 192 h (8 dias).

Isto mostra que, mesmo compartilhando o substrato, a forma como o microrganismo age no
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consumo de nutrientes e as condi¢fes da fermentacdo (tamanho da particula, temperatura,

umidade, entre outros) séo fatores cruciais para o andamento do processo.
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Figura 8 — Curvas de crescimento do Aspergillus niger, teores de agUcares redutores totais, atividades
da celulose total (FPase) e da endoglucanase (CMCase) em fun¢do do tempo de fermentacéo,
utilizando bagaco de cana como fonte de carbono

Embora tenham apresentado crescimento nas primeiras horas de cultivo, 0s
microrganismos entraram em uma fase de declinio logo em seguida, atingindo seu minimo em
72 h, tempo no qual a enzima endoglucanase atingiu sua atividade maxima (2,40 £ 0,02 U/g).
Entre 24 e 72 h, a atividade da endoglucanase aumentou a medida que a producéo de esporos
diminuiu, mostrando que, apesar da pequena quantidade de microrganismos, 0S mesmos
estavam metabolicamente ativos e propensos a degradacdo do substrato para a producdo da
enzima. ApGs seu pico de producao, a atividade teve uma leve reducdo em 96 h (2,30 + 0,02
U/g), crescendo novamente em 120 h, coincidindo com o aumento na producéo de esporos e
sugerindo que a producéo esta relacionada com o bom desenvolvimento dos fungos.

De acordo com Delabona et al. (2012), ha na literatura muitos trabalhos que indicam
0 género Aspergillus como bom produtor da endoglucanase. Em suas analises com o fungo
Aspergillus fumigatus, cultivados em diferentes substratos (bagaco de cana, farelo de trigo,
farelo de soja e casca de laranja), os autores identificaram que a fonte de carbono exerce grande
influéncia na atividade da CMCase, obtendo menores niveis de producdo da endoglucanase no
bagaco de cana (16,7 U/g), apds 96 h de fermentacdo, um valor trés vezes maior ao encontrado
Bansal et al. (2012) com o fungo Aspergillus niger (5,00 £ 0,1 U/g). Essa diferenca entre os
dois fungos pode ser notada nas pesquisas de Delabona et al. (2013), onde obtiveram atividade
de 8,50 U/g para o A. niger e 13,0 U/g para o A. fumigatus, em um estudo de umidade, indicando
que a atividade da CMCase ndo ¢ influenciada apenas pelo tipo de microrganismo, mas também

por condi¢des especificas impostas ao meio fermentado.
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4.1.3 Sabugo de milho

Durante 120 h, foram quantificados a atividade de celulase total, atividade da
endoglucanase, acgucares redutores totais e crescimento dos microrganismos nos caldos
enzimaticos do sabugo de milho.

No inicio da incubacdo, os fungos produziram maior quantidade de aglcares em
comparacdo a producao de enzimas (Figura 9). Apos as 24 h, 0s microrganismos comecaram a
consumir os acgucares disponiveis no sabugo e, com isso, a atividade da FPase também
apresentou acréscimo. Os maiores valores de atividade ocorreram em 72 (0,98 + 0,02 U/g) e
120 h (1,06 £ 0,01 U/g), ambos com menores concentraces de esporos, sugerindo que 0S
fungos resistiram a fatores capazes de inibir seu crescimento, ou até mesmo a morte, ingerindo
0s nutrientes do meio para a producgéo de FPase. Por volta das 96 h, os fungos estavam na sua
fase de crescimento mais acentuada (3,69 Qesporos/100 Qsubstrato), CONSumMindo o agucar do
substrato e parte liberado pelas enzimas produzidas, fato observado pela ligeira queda da
atividade. Os acgucares redutores totais diminuiram durante todo o tempo de incubacéo, sendo
degradados tanto para o desenvolvimento dos fungos quanto para a producédo da celulase total.

A atividade da FPase encontrada por Deswal et al. (2011) na producéo de celulases
por Fomitopsis sp. em sabugo de milho foi de 0,19 + 0,01 U/g, valor inferior ao deste trabalho.
Ja os resultados da FPase obtidos nas pesquisas de Bansal et al. (2012), utilizando o fungo
Aspergillus niger em meio de cultivo contendo sabugo de milho, mostraram-se mais elevados
que os deste estudo, com niveis de 3,10 + 0,06 U/g, sugerindo que ndo sé a variabilidade do
substrato, mas também a cepa do microrganismo influencia a obtencdo das enzimas.

A endoglucanase apresentou maior atividade quando a concentracdo de esporos
atingiu 0 seu maximo em 96 h, chegando a 3,37 = 0,02 U/g (Figura 9). Enquanto o ART foi
reduzido a metade no periodo de 24 a 96 h. A endoglucanase apresentou perda de atividade em
72 h e em 120 h, sendo esta ultima fase acompanhada de uma grande reducdo no niamero de
esporos, atingindo 0,86 Gesporos/ 100 gsubstrato. Na segunda diminuicéo de atividade, os nutrientes
que ainda restavam no substrato foram consumidos mais para o crescimento de novas células
do que para a producdo de enzimas, indicando que a atividade enzimatica estava relacionada
com o cultivo de esporos no meio, ou seja, quanto mais microrganismos na plenitude de suas
fungdes metabdlicas, maior a atividade da CMCase. Outra possivel causa dessa reducédo seria 0

consumo da prépria enzima pelos microrganismos, também com intuito de reproducao.
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Figura 9 — Curvas de crescimento do Aspergillus niger, teores de agUcares redutores totais, atividades
da celulose total (FPase) e da endoglucanase (CMCase) em fungdo do tempo de fermentacéo,
utilizando sabugo de milho como fonte de carbono

Sabendo que a producédo de enzimas extracelulares depende muito da composicao do
meio, Deswal et al. (2011) estudaram a influéncia de vérias fontes de carbono na producéo em
meio solido de celulases pelo fungo Fomitopsis sp., utilizando o sabugo de milho como um dos
substratos, obtendo atividade da endoglucanase de 2,22 + 0,04 U/g. Pandey et al. (2015)
analisaram oito espécies de Trichoderma para a producdo de enzimas por fermentacdo em
estado solido em diferentes substratos, entre eles o sabugo de milho, o qual forneceu maior
producdo de celulases em todas as espécies. Liu et al. (2011a), utilizando palhas de arroz, de
trigo, de milho e de algodao na producéao de celulases pelo fungo A. fumigatus, por 4 dias (96
h), observaram maiores atividades na palha de milho, com atividade de FPase e CMCase de
507,6 + 13,7 U/g e 100,8 + 4,30 U/g, respectivamente. A capacidade de producao de celulases
por uma espécie termoacidofila de Aspergillus terreus, em diferentes residuos, foi analisada por
Gao et al. (2008), e os resultados do cultivo sélido com a palha de milho mostraram potencial
promissor, com atividade da endoglucanase de 440 U/g. Esses dados apontam a importancia da
escolha do microrganismo, da fonte de carbono e das condicdes da fermentacdo, uma vez que

a atividade enzimatica depende de tais fatores.

4.1.4 Comparacdo entre os substratos a partir das suas atividades especificas

As atividades especificas (AE) da celulose total e da endoglucanase foram
determinadas pela relacdo entre as suas atividades enzimaticas e o teor de proteinas totais
presentes nos extratos enzimaticos.

Devido a baixa quantidade de proteinas no caldo, obteve-se uma elevada atividade da

celulase total por miligrama de proteina. Os perfis de atividade especifica da celulase total, para
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os diferentes substratos, sdo apresentados na Figura 10. Os residuos de folhas apresentaram um
aspecto crescente até as 48 h, quando alcangou sua maior atividade especifica (1,29 + 0,01
U/mgproteinas), havendo, apos esse periodo, uma reducdo com o decorrer do tempo de reacéo.
Para 0 bagaco de cana, a curva se manteve estavel durante toda a fermentacdo, com pequenas
variacdes nos valores da atividade especifica entre 48 e 96 h, chegando ao seu maximo em 120
h (1,40 + 0,01 U/mgproteinas). J& para o sabugo de milho, o pico de maior atividade especifica foi
em 72 h (1,95 £ 0,35 U/mQproteinas), tendo, assim como para as folhas, um decréscimo da
atividade até o final da fermentagdo. Portanto, nas etapas que exibiram valores de atividade

especifica mais elevados, a fracdo de proteinas no caldo era mais rica em enzimas FPase.
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Figura 10 — Perfis de atividade especifica das enzimas FPase produzidas pelo fungo Aspergillus niger,
utilizando residuos de folhas, bagaco de cana e sabugo de milho como fonte de carbono

O sabugo de milho apresentou atividades especificas da endoglucanase mais elevadas
gue os demais substratos (Figura 11), atingindo em 72 h o seu valor maximo (5,84 = 0,06
U/mgproteinas). O bagago de cana mostrou atividade maxima em 96 h (3,44 + 0,04 U/mQproteinas),
quando o caldo apresentou menor teor de proteinas. Paraa CMCase, 0s residuos de folhas foram
0 Unico substrato que apresentou, no mesmo tempo de fermentacdo (72 h), pico de atividade
enzimatica e de atividade especifica, mostrando que, em relagcdo as proteinas liberadas, essa
parte do caldo era mais rica em enzimas endoglucanase (1,77 £ 0,01 U/MQproteinas)-

Jung et al. (2015) analisaram o perfil da producdo de celulases por Penicillium sp.
TG2, em experimentos que utilizaram 5% de celulose como substrato. As atividades especificas
maximas foram de 2,28 U/ mgproteinas para endoglucanase e 0,81 U/mgproteinas para celulase total,
em dois dias de cultivo. Harini e Kumaresan (2014) estudaram a producdo da endoglucanase a
partir de A. niger, utilizando sabugo de milho como substrato em fermentacdo submersa. Os

resultados indicaram uma atividade especifica de 0,004 U/mgproteinas. ESte valor € inferior aos



72

valores encontrados neste trabalho, sugerindo que a variabilidade do substrato, a composicéo
de celulose e o tipo de fermentacdo interferem na atividade enzimatica e, consequentemente,

na atividade especifica.
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Figura 11 — Perfis de atividade especifica das enzimas CMCase produzidas pelo fungo Aspergillus
niger, utilizando residuos de folhas, bagaco de cana e sabugo de milho como fonte de carbono

No geral, o sabugo de milho apresentou os maiores picos de atividade especifica, tanto
para a FPase quanto para a CMCase, seguido pelo bagaco de cana e, por ultimo, pelos residuos
de folhas. A producdo de celulases com menor tempo de fermentacdo pelo fungo A. niger €
malis interessante, pelo ponto de vista econémico e operacional, pois menores tempos
correspondem a menores gastos com energia, com matéria-prima, entre outros.

Comparando o0 bagaco de cana e o sabugo de milho, o primeiro residuo apresentou
maior producdo de FPase em 120 h, enquanto o segundo mostrou maior producao em 72 h. Para
a CMCase, em 96 e 72 h, respectivamente. Nesse sentido, o sabugo de milho torna-se mais
vantajoso, pois precisa de um tempo menor para alcancar maiores atividades enzimaticas.

Os residuos de folhas atingiram a maxima atividade especifica de FPase em 48 h, ao
passo gque o sabugo de milho levou 24 h a mais, porém com maior atividade. Com relacdo a
CMCase, ambos precisaram de apenas 72 h para maximizar a producdo da enzima, porém o
sabugo de milho produziu trés vezes mais do que as folhas sendo, por isso, considerado o
substrato mais eficaz para a producao de celulases ao utilizar o fungo A. niger. Comparando a
atividade enzimatica da celulase total entre as folhas e 0 bagaco de cana, o fungo atingiu a maior
producdo de celulases em 48 h para o primeiro residuo, e em 120 h para o segundo, ambos com
valores aproximados. No caso da endoglucanase, as folhas exibiram maior atividade em 72 h,

enquanto que o bagaco de cana foi em 96 h, com quase o dobro da producéo de celulases.
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Mesmo sendo um bom substrato para a producéo de celulases, atualmente, a maior
parte do bagaco de cana é destinado para a produc¢éo de biocombustiveis (SINDHU et al., 2016).
No entanto, sua disponibilidade para a conversdo em biocombustivel € comprometida pelo seu
uso na producdo de eletricidade, pois além de fornecer toda a energia necessaria as usinas, a
cogeracdo de energia continua em crescimento, podendo gerar um excedente de energia com
consequente comercializagdo (HOFSETZ e SILVA, 2012). Portanto, a bioconverséo do bagago
pode ser economicamente vantajosa para a producdo de enzimas, aminoacidos e farmacos se
forem requeridas pequenas quantidades de bagaco, ndo comprometendo o processo de queima
nas plantas industriais (PANDEY et al., 2000).

O sabugo de milho, assim como o bagaco, é utilizado na producdo de combustiveis,
como apresentado por Wakade e Pal (2015), na producéao de etanol de sabugo de milho a partir
da cofermentacéo, e nos estudos de Brar et al. (2016), que relataram a bioconversao de sabugo
de milho em etanol, empregando uma abordagem hibrida baseada na coutilizagdo de hidrolisado
acido e enzimatico.

Dessa forma, como os residuos de folhas apresentaram um potencial na producéo de
celulases por fermentacdo em estado solido, e também ndo possuem uso comercial conhecido,
foi realizado um estudo mais aprofundado do processo fermentativo, no qual foram ajustadas

variaveis operacionais visando maior atividade enzimatica.

4.2 OTIMIZACAO DA PRODUCAO DE CELULASES

Para otimizar as condicGes operacionais que levam a valores maiores de atividades
enzimatica e especifica (FPase e CMCase) em residuos de folhas, os quatros fatores
(concentracdo final do indculo, pH inicial, temperatura e umidade inicial do substrato) foram
estudados em dois niveis, com trés repeticdes no ponto central, utilizando o planejamento
fatorial completo (2% + 3). As analises de atividade foram realizadas no extrato enzimatico, em
intervalos de 24 h, até as 192 h (8 dias), para cada ensaio.

Como a FPase mede a capacidade geral da hidrolise de celulose, ou seja, como as trés
celulases agem em conjuto para converter a celulose em glicose, e como é necessaria a presenca
da CMCase para iniciar este processo (RAY e BEHERA, 2017), os estudos de ambas atividades
sdo muito importantes na producdo de enzimas e, neste caso, precisam ser otimizados
simultaneamente. Para isso, foi utilizada a funcdo de desejabilidade, estudada/maximizada no
Excel, atribuindo 0 mesmo peso (importancia) para as duas varidveis de saida. Esta funcédo

permitiu a selecdo dos valores mais desejaveis (desejabilidade global igual ou proxima a 1) das
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atividades enzimaética e especifica da celulase total e da endoglucanase, uma vez que 0s
resultados obtidos, para cada condi¢do experimental, apresentaram pontos étimos em diferentes
tempos de fermentacéo.

Na Tabela 13, s&o apresentados os valores das atividades da celulase total e da
endoglucanase, apos o uso da funcéo de desejabilidade. O valor mais desejavel de atividade da
celulase total (0,84 £ 0,02 U/g) foi observado em pH inicial 6, teor de umidade de 70%,
concentragdo de indculo de 1 x 10" esporos/Qsustate € temperatura de 40 °C. Para a
endoglucanase, o ponto 6timo foi de 1,51 + 0,04 U/g, em pH 6, umidade de 30%, concentracdo
de in6culo de 1 x 107 esporos/gsubstrato € temperatura de 40 °C.

Tabela 13 — Valores mais desejaveis das atividades FPase e CMCase otimizados a partir da funcédo de
desejabilidade

. In6culo N 0 . o FPase CMCase
Ensaio (e3P/Guvstrato) pH inicial Temperatura (°C) Umidade (%0) (Ulg) (Ulg)
1 1x10’ 5 30 30 0,44 £0,03 0,74 +0,06
2 1x10°® 5 30 30 0,33+0,01 0,48 +0,02
3 1x10’ 6 30 30 0,61+0,01 1,48+0,01
4 1x10°® 6 30 30 0,34 £0,02 0,92 +0,01
5 1x10’ 5 40 30 0,65+0,01 0,95 0,02
6 1x10°® 5 40 30 0,34 £0,01 1,02 +0,02
7 1x10’ 6 40 30 0,75+0,02 1,51 +0,04
8 1x10°® 6 40 30 0,25+0,01 0,48 +£0,02
9 1x10’ 5 30 70 0,36 £0,01 0,28 +0,00
10 1x10® 5 30 70 0,33+0,01 0,17 £0,00
11 1x10’ 6 30 70 0,20 £0,02 0,21 +0,01
12 1x10°® 6 30 70 0,11+0,01 0,11 +0,01
13 1x10’ 5 40 70 0,22 +£0,01 0,33 +£0,02
14 1x10°® 5 40 70 0,40 £0,01 0,28 +0,05
15 1x10’ 6 40 70 0,84 £0,02 1,19 +0,04
16 1x10® 6 40 70 0,28 £0,01 0,53 +0,04
17 (PC) 5,5x10’ 55 35 50 0,52 +0,01 0,30+0,01
18 (PC) 5,5x10’ 55 35 50 0,48 £0,01 0,17 £0,01
19 (PC) 5,5x10’ 55 35 50 0,57 £0,02 0,34 +0,00

Os valores das atividades especificas (AE) da celulase total e da endoglucanase,

otimizados pela funcdo de desejabilidade, sdo mostrados na Tabela 14. De acordo com a
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desejabilidade global, a celulase total apresentou seu ponto étimo de atividade especifica (4,94

+ 0,21 U/mgproteinas) €M pH inicial 5, teor de umidade de 70%, concentracdo final do indculo de

1 x 108 esporos/gsupstrato € temperatura de 30 °C. Para a endoglucanase, a este valor foi de 4,89

+ 0,10 U/MQproteinas, €M pH 5, umidade de 30%, concentragdo de indculo de 1 x 108

eSporos/Qgsubstrato € temperatura de 40 °C.

Tabela 14 — Valores mais desejaveis das atividades especificas da FPase e da CMCase otimizados a
partir da funcdo de desejabilidade

. Indculo o . AE FPase AE

Ensaio (esP/Gunet) pH inicial Temperatura (°C) Umidade (%0) (U/MGorot) CMCase
(U/mgprot)
1 1x10’ 5 30 30 0,42 +0,02 0,71 £0,06
2 1x108 5 30 30 0,54+0,01 0,78 £0,03
3 1x107 6 30 30 0,73+0,01 1,79x0,01
4 1x108 6 30 30 0,43+0,02 1,15%0,01
5 1x107 5 40 30 0,79+0,02 1,17 £0,03
6 1x10°® 5 40 30 1,65+0,06 4,89+0,10
7 1x10’ 6 40 30 0,83+£0,02 1,66 +0,05
8 1x10°® 6 40 30 0,44 £0,02 0,86 +0,04
9 1x10’ 5 30 70 0,52+0,01 0,41+0,00
10 1x10°® 5 30 70 4,94 +£0,21 2,49 +0,00
11 1x10’ 6 30 70 0,40+0,04 0,42 +£0,03
12 1x10°® 6 30 70 0,13+0,01 0,13+0,01
13 1x10’ 5 40 70 0,30+£0,02 0,45+0,03
14 1x10°® 5 40 70 0,90+0,02 0,64 0,12
15 1x10’ 6 40 70 0,53+0,01 0,75%0,03
16 1x10°® 6 40 70 0,34 +0,01 0,65 *0,05
17 (PC) 5,5x10’ 55 35 50 0,34+0,01 0,20+0,01
18 (PC) 5,5x10’ 55 35 50 0,40+0,01 0,14 +0,01
19 (PC) 5,5x10’ 55 35 50 0,44 +0,01 0,26 =0,00

Os valores otimizados pela funcao de desejabilidade (Tabelas 13 e 14) foram tratados

no software STATISTICA® e, a partir deles, foram elaborados os diagramas de Pareto, para

estudar os efeitos das variaveis, as curvas de contorno, que mostram como as variaveis de

entrada influenciaram as atividades enzimaticas da FPase e da CMCase (simultaneamente) e

também as suas atividades especificas, além dos perfis de desejabilidade.
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4.2.1 Anélise estatistica dos valores otimizados pela fun¢do de desejabilidade

O diagrama de Pareto apresenta de forma clara os efeitos que séo estatisticamente
significativos, para um intervalo com 95% de confianca (com niveis de significancia, p,
inferiores a 0,05). Os valores dos efeitos para o planejamento fatorial, que tem como uma das
respostas a atividade de celulase total, sdo apresentados na Figura 12. Analisando o diagrama,
percebe-se que os efeitos individuais da concentracdo do indculo e da umidade apresentaram
significancia estatistica negativa para a atividade da FPase, para um intervalo de 95% de
confianga, ou seja, o valor da atividade tende a diminuir com o aumento dessas variaveis, o
mesmo pode ser observado para a interacdo entre a quantidade de esporos e pH inicial, pois
como apresentou efeito negativo, o aumento simultaneo desses fatores causara uma diminuicédo
na atividade da FPase.

Nas condicdes estudadas, a interacéo entre os trés fatores: pH, temperatura e umidade
foi significante para a atividade da celulase total, apresentando efeito positivo, assim como os
efeitos individuais da temperatura. Isto posto, se os trés fatores aumentarem simultaneamente
ou se a temperatura aumentar individualmente, o caldo enzimatico apresentara maior atividade
da celulase total. JA& o pH e as demais interacbes ndo mostraram efeitos estatisticamente

significativos para o processo.

(1)[Esporos]
1%2

2734

3T
(4)Umidade
Curvatr

3

172*3

1%3

|5.298283

|5.937738

4451703

1225145

|
|3.
F om0z

F atesat

4.20261
#.15754
09668

|-5.64479

|-6.9067

p=.

05

Estimativa do efeito (Valor abseluto)

Figura 12 — Diagrama de Pareto com os efeitos das variaveis independentes na atividade da FPase
para o fungo Aspergillus niger utilizando residuos de folhas como substrato
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Para estimar a linearidade entre os fatores e as varidveis dependentes, foi verificada a
curvatura do modelo. Quando essa curvatura é importante, os dados tém melhor ajuste por um
modelo ndo linear e, desse modo, os valores independentes dos pardmetros dos termos
quadraticos devem ser determinados. Nesse caso, deve-se aumentar o planejamento com quatro
corridas axiais, resultando em um planejamento composto central (CALADO e
MONTGOMERY, 2003).

Na Figura 12, a curvatura exibiu um efeito positivo na atividade da FPase. Logo, 0
modelo linear ndo apresenta o melhor ajuste dos dados.

Na Figura 13, de acordo com o diagrama de Pareto, com os efeitos padronizados em p
= 0,05, para a atividade da endoglucanase, os efeitos individuais da umidade e da concentracao
final dos esporos, além da interagdo entre os esporos e o pH influenciaram negativamente a
atividade desta enzima. Logo, o aumento de todos esses fatores, individualmente ou em
conjunto, ocasionara uma diminuicdo da atividade da CMCase. A curvatura também apresentou
efeito negativo na atividade.

Do mesmo modo que na FPase, a interagdo entre o pH, temperatura e umidade
apresentou efeito significativo na atividade da endoglucanase. Além disso, o pH e atemperatura
também apresentaram efeitos (individuais) estatisticamente significativos para atividade desta
enzima, com niveis de 95% de confianca. Todos estes efeitos foram positivos, isto é, a medida
que os valores destas variaveis aumentam, a atividade também aumenta. As demais interacoes

entre os fatores ndo apresentaram significancia estatistica para o processo.
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Figura 13 — Diagrama de Pareto com os efeitos das varidveis independentes na atividade da CMCase
para o fungo Aspergillus niger utilizando residuos de folhas como substrato
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Conforme a Figura 14, todos os fatores bem como as suas interagcbes foram
significativos na atividade especifica da celulase total no intervalo de 95% de confianca
(p<0,05). Entretanto, a maioria influenciou de forma negativa, incluindo a curvatura. Apenas
os efeitos individuais da umidade e da concentracdo de esporos; e as interacfes entre pH,
temperatura e umidade; esporos e umidade; pH e temperatura; e esporos, pH e temperatura

influenciaram positivamente.

172 D =7 569

(2)pH |-33.0604
27314 |31.73384
34 |-29.2266
(1)[Esporos] |25.73005
17374 |-23.2855
24 |-22.7498
14 |22.73947
17274 |-20.2565
273 |17.18135
173 |-16.3501
172°3 | 1634569
Curvatr. |-15.9642
T |-12.3837
(4)Umidade |11.86232

p=.05
Estimativa do efeito (Valor absolute)

Figura 14 — Diagrama de Pareto com os efeitos das variaveis independentes na atividade especifica da
FPase para o fungo Aspergillus niger utilizando residuos de folhas como substrato

O diagrama de Pareto (Figura 15) apresenta os efeitos dos fatores na atividade
especifica da endoglucanase. Apenas as interacdes entre pH e umidade, e concentracao final de
indculo e umidade ndo foram estatisticamente significativos para essa resposta. As outras
interacdes assim como os fatores individuais apresentaram significancia, tanto positiva quanto
negativa. Os efeitos individuais da concentracdo final do in6culo e da temperatura; e as
interacdes entre pH, temperatura e umidade; concentracdo final do in6culo, pH e umidade;
esporos e temperatura apresentaram significancia positiva na atividade especifica da
endoglucanase. Em outras palavras, o0 aumento desses fatores proporciona o aumento da AE da
CMCase. A curvatura exibiu um efeito negativo para essa enzima, tal como os outros fatores e

as suas interagoes.
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Figura 15 — Diagrama de Pareto com os efeitos das variaveis independentes na atividade especifica da
CMCase para o fungo Aspergillus niger utilizando residuos de folhas como substrato

A curvatura foi significativa para todas as respostas, contudo ndo foi realizado o
planejamento proposto pelos autores Calado e Montgomery (2003) para a comprovagao do
modelo, pois o objetivo deste trabalho foi apenas analisar quais os fatores que mais

influenciaram na producéo de celulases e, consequentemente, na sua atividade.

4.2.2 Influéncia das variaveis independentes na atividade enzimatica

Os resultados das atividades mostraram que as enzimas avaliadas foram produzidas
pelo Aspergllus niger, um aspecto importante para o processo. No entanto, como foi dificil
determinar uma condicdo experimental que maximizasse, a0 mesmo tempo, a producdo das
enzimas FPase e CMCase, a funcdo de desejabilidade permitiu a combinacdo de ambas
atividades em uma Unica resposta. O mesmo processo de otimizacdo foi realizado para as
atividades especificas.

As curvas de contorno (Figura 16) mostram os efeitos das combinagdes entre as
variaveis independentes nas atividades da FPase e CMCase. Analisando todas as curvas e suas
interacdes, percebe-se que a atividade enzimatica aumentou, quando foi utilizado um volume
menor de indculo para todas as interacdes, ou seja, quando a concentracdo final do inéculo foi
mais baixa. Uma das causas para a dimuinuicdo da atividade com o aumento do indculo,
provavelmente, foi o crescimento desigual do microrganismo no substrato, ja que ele ndo atinge
toda a superficie do meio e, consequentemente, ndo produz maiores quantidades de enzimas.

Segundo Mitchell et al. (2002), para se obter bons resultados, o tamanho do in6culo

deve ser o suficiente para que a maioria das particulas do substrato seja colonizada, ja que
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densidade de esporos (nimero de esporos por unidade de peso do substrato) elevada pode
retardar a germinacéo. Ademais, 0 aumento do indculo pode levar ao acimulo de células, o que
reduziria a taxa de absorcdo de agUcar e oxigénio e também a liberacdo da enzima, causando
uma diminuicdo nas atividades da celulase total e da endoglucanase (OMOJASOLA et al.,
2008).
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Figura 16 — Curvas de contorno com a influéncia das variaveis independentes nas atividades da FPase
e da CMCase a partir da otimizacéo com a fungéo de desejabilidade
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Fadel (2000) avaliou a influéncia do tamanho do indculo (5 — 25%, m/v) na producéo
da celulase total e da endoglucanase utilizando palha de trigo como substrato, e constatou que
a atividade méxima foi 31,5 U/g para FPase e 46,6 U/g para a CMCase, ambas com tamanho
de indculo de 10%. O estudo de Dave et al. (2013), empregando 1, 3 e 5 discos miceliais (8
mm) de Thermoascus aurantiacus como inéculo, tendo como fonte de carbono farelo de trigo,
mostrou que o aumento no nivel de in6culo acima de 3 discos resultou em uma diminuicdo das
atividades da celulase. Os resultados obtidos por Liu et al. (2011a), para a otimizagdo do
indculo, mostraram que a producdo de celulases a partir de palhas de arroz, trigo, milho e
algodao, com o fungo A. fumigatus, apresentou maiores atividades com 7% (m/v) de in6culo,
num intervalo de 6 a 8%.

Tendo em vista os resultados obtidos neste trabalho e os da literatura, verifica-se que
uma das causas para 0s menores valores de atividades da celulase total e da endoglucanase com
concentracdes mais baixas de inoculo, possivelmente, foi a quantidade insuficiente de esporos
para consumir o substrato, enquanto que a dimunuig@o das atividades enzimaticas utilizando
maiores concentracdes de inoculo, provavelmente, foi causada pelas condi¢des anaerobias do
meio devido a alta concentragéo inicial de esporos, ou pela falta de nutrientes como resultado
do crescimento acelerado dos microrganismos (BANSAL et al., 2012).

O pH do meio exerce um papel importante na morfologia dos microrganismos e na
producdo de enzimas. As curvas de contorno mostram que a resposta aumentou com a elevagéo
do pH inicial, uma vez que a partir do pH 5,5 houve maior producao de celulases, obtendo
Otimas atividades de FPase e CMCase em pH 6 (valores mais desejaveis). Esse comportamento
também foi comprovado por Deswal et al. (2011), os quais estudaram a producao de celulases
por Fomitopsis sp., variando o pH inicial de 3 a 10, atingindo maiores atividades da FPase (3,31
U/g) e CMCase (72,7 U/g) em pH 5,5. Liang et al. (2012) também produziram celulases em pH
acido. Em suas pesquisas com o fungo Aspergillus sp., o pH inicial 5 proporcionou maiores
atividades enzimaticas.

No estudo de Herculano et al. (2011), que tinha como finalidade a producdo de
celulases por Aspergillus japonicus em fermentacdo em estado solido, tendo como substrato
farelo de mamona, as atividades 6timas da celulase total (953,4 U/g) e endoglucanase (191,6
U/g) foram encontradas em pH 6, mantendo o carater acido encontrado pelos outros autores.
Para otimizar a producdo da celulase total utilizando uma mistura de palha de arroz e farelo de
trigo, Oberoi et al. (2014) adotaram como uma das variaveis independentes o pH inicial (com

a faixa de 4 a 7). Os resultados indicaram que a capacidade de producado de celulases pelo fungo
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Aspergillus niger ndo foi muito afetada pelo pH inicial. Entretanto, a atividade da celulase total
mais elevada (27,2 U/g) foi em pH 4.

O emprego de pH &cidos no meio também pode gerar outros produtos, como no estudo
de Ramachandra et al. (2013), que produziram &cido citrico com o fungo Aspergillus niger
utilizando casca de café como substrato. Para esse fim, foi analisada a influéncia do pH inicial
na fermentacdo, em uma faixa de 2 a 7, obtendo producédo méaxima em pH 4,5.

Em tese, a medi¢do e o controle do pH sdo muito dificeis na fermentacdo em estado
solido, entretanto os substratos empregados, geralmente, apresentam capacidade tamponante
devido a sua composicdo quimica complexa, condi¢do que minimiza a variacao do pH no meio,
impedindo que produtos indesejaveis sejam formados (MAMMA et al., 2008).

Outro fator que tem um efeito importante nas atividades enzimaticas das celulases ¢ a
temperatura. Como ja foi citado neste trabalho, o fungo Aspergillus niger é mesofilo, ou seja,
desenvolve-se em temperaturas moderadas (20 a 45 °C). Ent&o, se no meio de fermentacéo nao
h& como dispersar o calor liberado pelos fungos durante o seu crescimento, deve-se ter cautela
ao escolher a temperatura que sera avaliada, pois altas temperaturas podem causar a
desnaturacdo das enzimas, alem de afetar a germinacéo de esporos e o crescimento microbiano,
resultando em baixas atividades enzimaticas. Um aspecto positivo da influéncia da temperatura
na atividade enzimatica é uma maior interacéo entre a enzima produzida e a fonte de carbono
devido ao aumento da energia cinética das moléculas (MONTEIRO e SILVA, 2009).

Com base nas curvas de contorno (Figura 16), em todas as interac@es, houve maior
producdo de FPase e CMCase, quando a temperatura foi superior a 35 °C, regido onde as
atividades enzimaticas foram mais elevadas. Contudo, dos trés niveis estudados, o que
apresentou valores mais desejaveis de atividade foi o nivel superior (40 °C).

Bansal et al. (2012) constataram que o fungo Aspergillus niger NS — 2 é capaz de
produzir bons niveis de celulases, utilizando residuos agroindustriais e de cozinha, em uma
gama de temperaturas. Apesar das maiores atividades de FPase (15,9 = 1,74 U/g) e CMCase
(297,0 £ 10,5 /g) serem obtidas em 30 °C, ambas celulases apresentaram atividades apreciaveis
em 40 e 50 °C, por exemplo, 255,4 + 4,46 U/g para a CMCase em 40 °C. Ja’afaru ¢ Fagade
(2010) utilizaram outra cepa de A. niger YL128 na producdo de celulases com as seguintes
temperaturas: 30, 35, 40, 45 e 50 °C. A maxima producdo da endoglucanase foi a 30 °C,
diminuindo a medida que aumentava a temperatura, alcangcando o minimo em 50 °C.

Conforme Shu et al. (2011), que produziram celulases a partir do fungo Trichoderma
reesei, as atividades da celulase total e da endoglucanase, inicialmente, aumentaram com a

elevacdo da temperatura, diminuindo logo em seguida. A atividade da FPase aumentou de 37,3
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U/g (26 °C) para 92,2 U/g (30 °C), diminuindo para 5,48 U/g em 40 °C. J4 a CMCase aumentou
de 236,1 U/g (26 °C) para 377,2 U/g (30 °C), com descrécimo em 40 °C (21,6 U/g). Ambas
apresentaram ponto 6timo em 30 °C.

Estes resultados sugerem que o valor da atividade varia com o tipo de microrganismo,
e que a temperatura da fermentacdo deve ser adequada para satisfazer tanto o crescimento
microbiano quanto para obter uma boa producéo de celulases.

Em testes preliminares, constatou-se que a umidade é uma variavel primordial ao
processo e, por isso, deve ser controlada a fim de atingir altas atividades enzimaticas. Os valores
obtidos pela funcéo de desejabilidade mostraram que a atividade 6tima da celulase total foi com
70% de umidade e a da endoglucanase com 30%. Contudo, observando as curvas de contorno
para as duas atividades, verifica-se que em todas as interacdes niveis mais baixos de umidade
proporcionaram valores mais desejaveis de atividades enzimaticas.

Estudos de Delabona et al. (2013) analisaram a obtencdo de enzimas a partir de duas
espécies de Aspergillus, niger e fumigatus, e perceberam que este processo foi fortemente
afetado pela umidade inicial dos substratos, e que a diminui¢do na producédo da enzima, com
maior teor de umidade, pode estar associada a uma reducdo da porosidade do substrato e
limitacdo na transferéncia de oxigénio, ja que o espaco vazio dos solidos e preenchido com dgua
e expulsa o ar, criando condicBes anaerobias. Por outro lado, niveis mais baixos de umidade,
limitam a difusdo dos nutrientes, prejudicando o crescimento dos microrganismos e a formacéo
de produtos (RAGHAVARADO et al., 2003; FARINAS, 2015).

Liang et al. (2012) variaram a umidade de 55 a 85% para estudar o seu efeito sobre a
producdo de celulases. Seus resultados mostraram que esta variavel foi significante para o
processo, exibindo maior atividade de celulases em 70% de umidade inicial, com menor
atividade enzimatica nos demais niveis.

O efeito da umidade incial na atividade da endoglucanse foi observado por Jecu
(2000), no cultivo de A. niger usando como substrato uma mistura de palha e farelo de trigo na
FES. Com o aumento do teor de umidade de 55 a 74%, a atividade enziméatica aumentou
gradualmente, mas o aumento para 80% teve um efeito negativo na producdo de enzimas,
dimunuido a atividade da CMCase. Segundo os resultados de Kumar et al. (2016a), na
fermentacdo em estado sélido com A. nidulans, as maximas atividades da celulase total (2,06
U/g) e endoglucanase (104,9 U/g) ocorreram com 80% de umidade inicial. Levando em
consideracdo estes resultados, percebe-se que o ponto 6timo de umidade inicial depende tanto

do microrganismo como da natureza do substrato utilizado na produgéo de enzimas.
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Na Figura 17, séo apresentados os perfis da funcdo de desejabilidade. Estes perfis
mostram os valores dos pontos 6timos para as variaveis de resposta: celulase total (0,84) e
endoglucanase (1,51), e as condi¢bes operacionais que levam ao 6timo das atividades
enzimaticas. Nesse caso, concentracdo final de indculo de 1 x 107 esporos/gsubstrato; PH inicial
6; temperatura do meio de 40 °C; e umidade inicial de substrato de 30%, com desejabilidade
global de 0,96.
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Figura 17 — Perfis da fung&o de desejabilidade com os valores otimizados para as atividades da FPase
e da CMCase

4.2.3 Influéncia das variaveis independentes na atividade especifica

Como a atividade especifica da celulase ¢é influenciada pelo teor de proteinas totais do
extrato enzimatico, deve-se maximizar a atividade enzimatica para aumentar o seu valor. As
curvas de contorno (Figura 18) apresentam os efeitos das combinacdes entre as variaveis
independentes nas atividades especificas da FPase e da CMCase.

Observando a Figura 18, para a concentracdo final do indculo, percebe-se que a

atividade especifica aumentou na mesma propor¢ao que a concentracao de esporos, com o ponto
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6timo em 1 x 108 esporos/gsubstrato. Conforme Durand et al. (1988), como a atividade especifica

é relativamente baixa na celulose cristalina, sdo necessérias cepas altamente produtivas, para

que haja elevadas proporcdes de enzima-substrato.
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Figura 18 — Curvas de contorno com a influéncia das variaveis independentes nas atividades
especificas da FPase e da CMCase a partir da otimizagdo com a funcéo de desejabilidade

Como pode ser visto no diagrama de Pareto (Figura 19), a concentragdo final de

esporos apresentou significancia estatistica negativa na concentracao de proteinas, no intervalo
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de 95% de confianga (p<0,05), ou seja, maiores quantidades de esporos diminuem o teor de
proteinas. Dessa forma, a atividade especifica serd& maior quando o extrato enzimatico
apresentar menores quantidades de proteinas, ainda assim, essa pequena fracdo deve apresentar
mais proteinas com atividade celulolitica, fato observado nos dados obtidos.
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Figura 19 — Diagrama de Pareto com os efeitos das variaveis independentes no teor de proteinas totais
para o fungo Aspergillus niger utilizando residuos de folhas como substrato

Analisando nas curvas de contorno (Figura 18) o efeito do pH, nota-se que a resposta
aumentou com a diminuicdo do pH inicial, com valores mais desejaveis de atividades
especificas em pH 5, regido na qual a desejabilidade global foi mais préxima a 1. As condic6es
operacionais: pH inicial e concentracdo do inoculo, apresentaram o ponto étimo das atividades
especificas em niveis diferentes aos indicados nas atividades enzimaticas da FPase e da
CMCase, sugerindo que neste ponto a atividade enzimatica ndo exibiu seu maior valor, mas
essa parte do caldo continha mais enzimas celulase total e endoglucanase, isto €, as proteinas
eram mais especificas.

Em relacdo a temperatura, as atividades especificas das celulases apresentaram
maiores valores com a sua diminuigdo, tanto para as intera¢cbes com o pH inicial quanto com a
concentracdo de esporos. No caso da umidade inicial do substrato, percebe-se nas curvas de
contorno que as AEs aumentaram com o acréscimo de maiores quantidades de dgua, com o
ponto 6timo de umidade tendendo a 70%, para as mesmas interacfes. Entretanto, na interacao
entre umidade e temperatura, a curva de contorno apresentou duas tendéncias para alcancar o
6timo de atividade especifica: em temperaturas mais baixas e maiores teores de umidade, e
temperaturas mais altas com menor umidade. Estas duas condigdes séo caracterizadas pela

diminuicdo na producdo de enzimas e, consequentemente, menores valores de atividades
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enzimatica das celulases, que juntamente com o baixo teor de proteinas, proporcionam altas
atividades especificas.

Em termos de atividade especifica, ndo foram encontrados dados na literatura sobre a
producdo de celulases por fungos utilizando residuos de folhas como substrato, dificultando a
comparacdo com os resultados deste trabalho. Além disso, poucos artigos investigam a
producéo de celulases com base na maximizagdo e/ou otimizagdo desta atividade.

Chandra et al. (2010) constataram que a espécie de planta Artemisia annua pode ser
usada como substrato para a producdo de celulases. Na otimiza¢do dos parametros, o fungo
Trichoderma citrinoviride produziu atividade especifica de 1,21 U/mQproteinas para a FPase, e
5,59 U/mgproteinas para a CMCase. As melhores condic6es de operagdo para esse processo foram
1% de concentracdo de substrato, pH inicial de 5,5 e temperatura de 28 °C com 75 — 100% de
meio de sal mineral. J& as analises de Soares et al. (2011) se basearam no estudo do potencial
de sementes de jaca na producdo da endoglucanase do fungo Aspergillus niger por fermentagéo
em estado solido. A atividade especifica foi de 138,5 U/mgproteinas, COM teor de umidade de 70%
e em 35 °C.

De acordo com Kilikian et al. (2014), o aumento da atividade especifica da celulase
seguido por uma diminuicdo ndo é totalmente compreendido, pois a producao de celulases por
microrganismos também envolve a sintese de proteases, as quais podem reduzir a atividade da
enzima de interesse.

Haab et al. (1990), em seu trabalho com Trichoderma reesei para a producdo de
proteases, relataram que altos niveis de protease no extrato enzimatico estdo relacionados a
presenca de produtos de degradacdo proteolitica da celulase. No entanto, neste trabalho, nao
foram realizadas analises para comprovar o aparecimento de proteases no extrato enzimatico.

Os perfis da funcao de desejabilidade sdo mostrados na Figura 20. Nestes perfis estdo
representados os valores dos pontos 6timos para as varidveis de resposta: atividade especifica
da FPase (4,94) e atividade especifica da CMCase (4,90), e as condicdes operacionais que
levam ao 6timo para ambas atividades. Nesse caso, concentragdo final de indculo de 1 x 108
esporos/gsubstrato; PH inicial 5; temperatura do meio de 30 °C; e umidade inicial de substrato de
70%, com desejabilidade global de 0,63.
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5 CONCLUSAO E SUGESTOES PARA TRABALHOS
FUTUROS

O fungo Aspergillus niger foi capaz de secretar celulases por fermentagéo em estado
solido utilizando os trés residuos lignocelulésicos como fonte de carbono. Suas curvas de
crescimento apresentaram pico de producgéo, quando houve maiores consumos de substrato,
tanto dos nutrientes ja existentes no meio quanto dos agucares produzidos pelas enzimas,
apresentando fase de declinio devido ao esgotamento de nutrientes.

Entre os substratos analisados, o sabugo de milho apresentou a maior atividade
enzimatica, com atividade maxima em 120 h para a celulase total (FPase) e 96 h para a
endoglucanase (CMCase), seguido pelo bagaco de cana-de-agucar e pelos residuos de folhas.
O bagaco de cana apresentou maior atividade de FPase em120 h e de CMCase em 72 h. Por
ultimo, os residuos de folhas exibiram uma atividade méaxima de producédo em 48 h para a FPase
e 72 h para a CMCase, mostrando que, apesar de produzir baixas quantidades de celulase em
comparagao aos outros substratos, este material foi considerado bom produtor em razdo do curto
tempo de fermentacgéo para a obtencéo das enzimas. Dessa forma, verificou-se a potencialidade
de todos esses substratos na producéo da celulase total e da endoglucanase.

Em relacdo a atividade especifica, 0s substratos exibiram comportamento semelhante
ao da atividade enzimatica, isto €, o sabugo de milho também apresentou o maior potencial de
producdo, com atividade maxima em 72 h tanto para a FPase quanto para CMCase. O bagaco
de cana em 120 h para a FPase e 96 h para a CMCase, enquanto os residuos de folhas em 48 h
e 72 h, respectivamente. Embora os resultados apontem para uma boa producéo de celulases
com o sabugo de milho e o bagaco de cana, esses dois residuos sdo aproveitados para a geracdo
de outros produtos, como biocombustiveis. Portanto, a sua utilizacdo como fonte de carbono
para a producdo de enzimas ndo é interessante economicamente para as inddstrias, apenas se
forem utilizadas pequenas quantidades destes materiais.

Nos estudos de otimizacédo da producdo de celulases por meio do planejamento fatorial
(2* + 3) em residuos de folhas, a funcdo de desejabilidade foi uma ferramenta importante para
a maximizacdo simultanea da FPase e da CMCase, fornecendo as condigcdes Otimas para a
producdo das enzimas, utilizando residuos de folhas como substrato.

A concentracéo final do indculo, temperatura e umidade foram os trés fatores que mais
influenciaram as atividades enzimaticas da FPase e da CMCase, pois 0 crescimento microbiano

e as interagcbes entre 0s microrganismos e o substrato dependem destas varidveis para
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fornecerem boa producdo de enzimas. O pH inicial também foi um fator significativo,
apresentando valores 6timos dentro da faixa de crescimento dos fungos. No caso das atividades
especificas, estes fatores apresentaram valores que indicaram uma tendéncia de diminui¢do na
atividade enzimatica e nos teores de proteinas totais para a obtencdo de altas atividades.

A presenca da curvatura foi significativa para o processo. Logo, sugere-se o estudo do
planejamento composto central para a comprovagdo do modelo matematico. Além de estudos
que envolvam o uso do extrato enzimatico para a hidrélise de materiais lignocelulésicos; a
utilizacdo das celulases na producéo de bioetanol; o estudo da producdo de celulases utilizando
uma mistura de residuos de folhas e sabugo de milho como substrato na fermentacdo em estado
solido; a analise da produgédo de B-glicosidase; estudos de purificacdo do extrato enzimatico; a
determinag@o dos parametros cinéticos da producdo de celulases; a ampliacdo dos niveis do
planejamento fatorial, conferindo o efeito da curvatura; experimentos com o0s valores 6timos

das respostas mostrados nos perfis de desejabilidade; entre outros.
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