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RESUMO

O etanol lignoceluldsico, também denominado etanol de segunda geragao,
pode ser produzido utilizando os residuos agricolas lignoceluldsicos. Para tanto,
agucares fermentesciveis devem estar disponiveis no meio para que ocorra a
fermentagao alcoodlica dos mesmos. A liberacdo desses agucares pode ocorrer, por
exemplo, a partir do pré-tratamento, com a hidrolise enzimatica, dos residuos
agricolas. Os custos envolvidos na compra das enzimas torna o processo inviavel
economicamente. Portanto, sdo necessarios estudos que otimizem as condi¢gdes de
cultivo para que haja um aumento na produgcdo dessas enzimas e consequente
viabilizagdo do processo. Esse trabalho de conclusdo de curso teve como objetivo
estudar a produgcdo de enzimas importantes na degradagcdo dos residuos
lignoceluldsicos, chamadas enzimas lignoceluloliticas, a partir do cultivo submerso
de dois fungos: Ceriporiopsis subvermispora e Aspergillus niger. Utilizou-se o
planejamento fatorial 22, tendo como variaveis o substrato sélido e a suplementagéo
do meio de cultivo com farelo de trigo, nos niveis maximos (+) e minimos (-). Foi
aplicada a metodologia que consistiu na fermentagdo submersa dos fungos, em
separado, seguida de determinagdo de agucares redutores totais (ART), proteinas
totais (PT) e atividades enzimaticas. Nos cultivos de ambos os fungos, o substrato
solido, palha de milho foi o que apresentou melhores resultados, tanto para as
atividades enzimaticas, quanto na produgdo de ARTs. Para o fungo Ceriporiopsis
Ssubvermispora, a suplementacdo do meio de cultivo com farelo de trigo nao foi
favoravel para a producdo de ARTs e CMCases, porém favoreceu a produgao
FPases e Lacases. Ja no cultivo do Aspergillus niger, a suplementacao favoreceu a
produgédo de todos os produtos analisados. O fungo C. subvermispora foi o Unico
produtor de Lacase, nas condigbes do cultivo. Em geral, o fungo C. subvermispora
mostrou melhor produgdo de todos os produtos analisados exceto para a enzima
FPase, a qual teve atividade maxima no cultivo do A. niger.

Palavras-chave: Aspergillus niger; Ceriporiopsis subvermispora; fermentagao
submersa; enzimas lignoceluloliticas; bagago de cana-de-agucar; palha de milho;
farelo de trigo.



ABSTRACT

Lignocellulosic ethanol, also called second-generation ethanol can be
produced using the lignocellulosic agricultural residues. The fermentable sugars
should be available in the medium so alcoholic fermentation can happen. The
release of these sugars can occur, for instance, by the pre-treating agricultural
residues with enzymatic hydrolysis. The high costs of enzymes make the process
impractical. Thereby, researches are needed to optimize growing conditions so that
there will be an increase in enzymes production, and consequent viability of the
process. This course conclusion work aim to study the production of important
enzymes in the degradation of lignocellulosic residues, called lignocellulolytic
enzymes by a submerged cultivation of two fungi: Ceriporiopsis subvermispora and
Aspergillus niger. The factorial design 22 was used and the variables analyzed were
the solid substrate and the supplementation of culture medium with wheat bran, in
the high (+) and low (-) levels. The methodology applied consisted of submerged
fermentation of fungi separately, followed by determination of total reducing sugars
(TRS), total protein (TP), and enzymatic activities. In cultures of both fungi, the solid
substrate, corn stover showed the best results for enzymatic activities, as well for
production of TRSs and PTs. For the fungus Ceriporiopsis subvermispora,
supplementation of the medium with wheat bran was not favorable for the production
of TRSs, Laccases, and CMCases, however, it had favored the production of total
protein and FPases. In the cultivation of Aspergillus niger, supplementation favored
the production of TPs, TRSs, CMCases, and FPases. The fungus C. subvermispora
was the only producer of laccase, under the conditions of cultivation. In general, A.
niger showed improved production of all analyzed products except for the CMCase

enzyme, which had higher activity in the C. subvermispora cultivation.

Keywords: Aspergillus niger; Ceriporiopsis subvermispora; submerged fermentation;

lignocellulolytic enzymes; bagasse sugarcane; corn stover; wheat bran.
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1 INTRODUCAO

Desde o comego da civilizagdo moderna até os tempos atuais, o0s
combustiveis fdosseis vem sendo utilizados indiscriminadamente pelos seres
humanos, e isso tem levado o mundo a uma situagdo delicada. Uma das
consequéncias desse uso € o aumento das emissdes de gas carbbnico na
atmosfera, que tem sido visto como principal responsavel pelas mudangas climaticas
(SOCCOL et al.,, 2010). Nesse cenario, os biocombustiveis surgem como uma
solugao inteligente, pois contribuem para a reducao das emissodes de gases do efeito
estufa, além de ser uma fonte de energia renovavel (FERREIRA, 2015).

Desde 1975, o Brasil tem ganho destaque em relagdo a produgdo desses
combustiveis renovaveis, devido a criagdo de um programa que visava substituir a
gasolina por etanol. Desde entdo, a cana-de-agucar é utilizada como matéria-prima
para a produgédo de etanol no pais (SOCCOL et al., 2010). O Brasil apresenta
grande vantagem na produg¢do de bioetanol em relagdo a outros paises, pois possui
um vasto territério, grande quantidade de areas agricultaveis, além de um alto
potencial hidrico (FREITAS, 2011).

O etanol é um biocombustivel obtido a partir da fermentagéo da glicose de
materias-primas como a cana-de-agucar, beterraba, dentre outros, com posterior
destilagdo do caldo fermentado (AGUIAR, 2004). Apesar de suas vantagens, 0s
biocombustiveis, como é o caso do etanol, apresentam certas limitagdes, como a
competigdo com a industria de alimentos e as extensas areas de cultivo exigidas
(FERREIRA, 2015; FREITAS, 2011). Uma alternativa para driblar ambos os
problemas seria a produgao de etanol de segunda geragédo a partir dos residuos
gerados pela agroindustria (FERREIRA, 2011; VILELA, 2013).

O bioetanol de segunda geragdo, utiliza como matéria-prima para sua
producdo a biomassa lignoceluldsica. A geragdo desse biocombustivel exige um
grande dominio e investimento em tecnologias inovadoras que nao estédo
desenvolvidas completamente. Estudos tem sido feitos a fim de otimizar os
processos de pré-tratamentos quimicos e enzimaticos para hidrolise e separacéo da
lignina, da celulose e da hemicelulose. Isso levaria a um maior rendimento da
producao de acucares fermentesciveis que sao, posteriormente, transformados em
etanol a partir da agao de microrganismos. O bagag¢o de cana-de-agucar e a palha

1



de milho estdo entre os residuos lignocelulésicos mais promissores para serem
utilizados na produgédo de etanol de segunda geragdo, uma vez que esses S&0
produzidos em grandes quantidades (JARDINE, DISPATO e PERES, 2009;
SANTOS, 2012; SOCCOL et al., 2010).

A hidrolise do material lignoceluldsico visa a redugdo das macromoléculas
de celulose e hemicelulose, a partir da hidrélise quimica ou enzimatica, por exemplo,
para obtengcdo de agucares fermentesciveis. A hidrolise quimica utiliza acidos a
diferentes concentragdes, ja no processo enzimatico, a degradagao é catalisada por
um complexo de enzimas. A hidrélise enzimatica € considerada, por especialistas,
como a mais promissora para a producao de etanol devido ao seu maior rendimento,
além de menor custo de manutencdo das instalagbes. O complexo enzimatico
responsavel pela degradagdo do material lignocelulésico € composto por enzimas
lignoceluloliticas (JARDINE, DISPATO e PERES, 2009; LYND et al., 2005).

A degradagéo da celulose pode ser realizada por determinados fungos e
bactérias que produzem um complexo enzimatico, normalmente empregado no
processo de hidrolise enzimatica (AGUIAR, 2010; WILSON, 2011). Esses
microrganismos produzem enzimas que degradam a cadeia polimérica da celulose e
dao origem a polimeros de cadeias mais curtas. O Aspergillus niger esta entre as
espécies mais estudadas de fungos que produzem celulase. Ele excreta endo e
exoglicanases de alta atividade no meio de cultura (AGUIAR, 2010; RABELO, 2007).
Ja o fungo Ceriporiopsis subvermispora possui uma boa capacidade de degradagao
da lignina (BLANCHETTE et al. 1997; FARIA, 2010; CUNHA, 2012).



2 OBJETIVO

21 Objetivo Geral

Realizar um estudo comparativo da produgédo de enzimas lignoceluloliticas a
partir do cultivo dos fungos Ceriporiopsis subvermispora e Aspergillus niger em
cultivo submerso utilizando bagaco de cana-de-agucar e palha de milho como
substrato.

2.2 Objetivos Especificos

* Analisar a eficiéncia de produgdo de enzimas lignoceluloliticas pelo
fungo Ceriporiopsis subvermispora e o Aspergillus niger, verificando a
presenca de, por exemplo, lignina-peroxidases e endoglucanases.

* Comparar a eficiéncia da suplementagéo com farelo de trigo do meio
de fermentagao, para a produgao de enzimas lignoceluloliticas.

* Comparar os substratos bagaco de cana-de-agucar e palha de milho,
utilizados na fermentacdo submersa, em relagcdo a producido de
enzimas lignoceluloliticas e também a liberacdo de acgucares

redutores.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Residuos agroindustriais

A crescente busca por fontes renovaveis para a produgdo de combustiveis
tem trazido atengcéo aos residuos gerados por diversas industrias (BORTOLAZZO,
2011). Os avangos tecnoldgicos e as inumeras pesquisas desenvolvidas mostram a
importancia, principalmente, dos residuos agroindustriais. Eles podem ser utilizados
como matéria-prima para a producdo de energia renovavel, contribuindo para a
diminuigdo dos problemas ambientais relacionados ao seu acumulo no meio
ambiente, assim como um melhor aproveitamento energético. Os residuos
agroindustriais recebem destaque devido a condi¢do natural que o Brasil possui na
agroindustria e, como consequéncia, existe uma geragdo significativa desses
residuos. Os residuos produzidos também podem ser chamados de biomassa
lignocelulésica, como o bagago de cana-de-agucar e a palha de milho (RABELO,
2007; CASTRO e PEREIRA JUNIOR, 2010).

Biomassa pode ser definida como qualquer tipo de matéria orgénica
proveniente de fontes vegetais e/ou animais, além dos produtos gerados nos
processos de transformagdo das mesmas. Ela pode ser considerada uma fonte
renovavel pois tem sua origem direta ou indiretamente ligada ao processo de
fotossintese, sendo, portanto, formada periodicamente. Dentre os diferentes tipos de
biomassa vegetal, os residuos lignoceluldsicos, recebem destaque, pois apresentam
um grande potencial para geragao de energia (PEREIRA Jr; COUTO; SANTA ANNA,
2008; ECKERT et al., 2013).

Os materiais lignocelulésicos sdao os mais abundantes dentre a matéria
organica, representando cerca de 50% da biomassa terrestre (PEREIRA Jr; COUTO;
SANTA ANNA, 2008). Eles sao compostos das seguintes fragdes poliméricas:
celulose (~35-50%), hemicelulose (~20-35%), lignina (~10-25%), e outros
componentes extrativos (~5-20%) (RABELO, 2007). As trés primeiras sdo unidas
entre si por meio de ligagdes covalentes que sao responsaveis por formar uma rede
de alta complexidade e resisténcia, principalmente ao ataque de microrganismos
(CASTRO e PEREIRA JUNIOR, 2010). A Figura 1 ilustra as estruturas da biomassa

lignoceluldsica.
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Figura 1: Estrutura da biomassa lignoceluldsica mostrando as principais fragcoes
poliméricas: celulose, hemicelulose e lignina (Adaptada de RUBIN, 2008).

A celulose é a fonte de carbono mais abundante na natureza,
correspondendo a aproximadamente 40% de toda sua a reserva. Ela € componente
essencial de todas as plantas, desde as mais primitivas até as mais evoluidas, tendo
sua composi¢ao variando de 20-99% (RABELO, 2007). Trata-se de um polimero
linear composto por subunidades de D-glicose unidas a partir de ligagdes
glicosidicas do tipo B-1,4 que formam uma cadeia linear. A unido de duas unidades
adjacentes formam uma ligagao glicosidica, essa estrutura dissacaridica passa a ser
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chamada de celobiose, sendo essa a unidade conformacional minima da celulose
(SANCHEZ, 2009). A celulose apresenta um alto grau de polimerizagao (1000 a
15000 unidades de glicose) e uma elevada massa molecular. Na estrutura do
polimero, existem ligagdes intermoleculares que conferem rigidez e ligagbes
intramoleculares que formam as fibrilas, essas sdo altamente ordenadas e se
associam para formar as fibras de celulose (VASQUEZ et al., 2007). A Figura 2
mostra a estrutura linear da celulose. As ligagdes do tipo 3-1,4 assim como as fibras
formadas por ligagdes de hidrogénio, conferem a essa estrutura, alta resisténcia a
hidrélise, sendo que, apenas alguns fungos e bactérias sdo capazes de fazé-la.
Esse fato caracteriza um dos grandes desafios para utilizagdo dos residuos
lignocelulésicos em bioprocessos, como a producdo de etanol lignocelulosico
(AGUIAR, 2010; SILVA, 2010).

Ligacéo de hidrogénio
intramolecular

Ligacéo de hidrogénio
intermolecular

o'\ pel\ N
0=
H
- J
~-
Celobiose

Figura 2: Estrutura linear da celulose, a estrutura dissacaridica esta representada como
celobiose, assim como as liga¢des de hidrogénio intra e intermolecular (SILVA, 2010).

A hemicelulose é outro componente essencial da parede celular dos
vegetais e esta estreitamente relacionada as celuloses. E composta por uma mistura
de grupos distintos de polissacarideos formados por pentoses e/ou hexoses, acidos
urbnicos e grupos acetila (Figura 3). A presenga dessas diferentes unidades
monomeéricas, a diversidade de ligagbes formadas, bem como de ramificagbes,

conferem wuma alta complexidade a estrutura da hemicelulose. Porém,
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diferentemente da celulose, ela apresenta um baixo grau de polimerizagéo (50 a 300
unidades de agucares). Os diferentes tipos de vegetais possuem variados teores
dessa estrutura, o valor médio de hemicelulose é de 20% (RABELO, 2007,
PEREIRA Jr; COUTO; SANTA ANNA, 2008).

PENTOSES HEXOSES ACIDOS HEXURONICOS  DEOXIEXOSES
H COOH H
H _+—O00H H OOH OOH
i H ‘orr - CHy H
HO H HO H H H
H OH H  OH H OH OH OH
B-D-xilose p-D-glucose acidof-D-glucurdnico a-L-ramnose
H OH COOH H
OH O0oH o H A—O0H H OOH
HH H H HOHOH ,on-\"n Kiy s OH
H H HO l” HyCO OH H0/+¢——V H
H OH H M H OH OH H
a-D-arabinopiranose p-D-manose acidoa-D-4-O-metilglucurénico  a-L-fucase
OH
( © >OH OH :chou
HO OH
OH H ! 6 m H Hom H 1,
H OH
HO™ H OH oM H  OH
a-L-arabinosefuranose a-D-galactose acidoa-D-galacturdnico

Figura 3: Polissacarideos que compdem as unidades de hemiceluloses (MORAIS, 2005).

A lignina é a segunda macromolécula organica mais abundante na natureza,
ocupando cerca de 30% da biosfera. Sua estrutura tridimensional é formada por uma
rede de unidades de fenilpropano unidas por ligagdes do tipo éter que sao capazes
de realizar ligagbes cruzadas entre si (PEREIRA Jr; COUTO; SANTA ANNA, 2008).
As ligninas tem sua origem a partir de trés precursores primarios, sao eles: p-
cumarilico, coniferilico e sinapilico (Figura 4). Dessa forma, ela é apresentada como
sendo um composto heterogéneo, com estrutura irregular, de alta massa molar,
altamente insoluvel e recalcitrante (FASANELLA, 2008). Durante a formagao da
parede celular dos vegetais, esse polimero € o ultimo componente a ser intercalado,
ele se liga a celulose e hemicelulose formando uma barreira impenetravel,
conferindo, dessa forma, impermeabilidade, rigidez, assim como resisténcia ao
ataque de microrganismos (SANCHEZ, 2009)
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CH,OH
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Figura 4: Precursores primarios na formagao da lignina (BUDZIAK, 2004).

A Tabela 1 mostra a composigdo quimica em relagdo a proporgdo de

celulose, hemicelulose e lignina, de alguns residuos lignoceluloésicos.

Tabela 1: Composi¢do quimica parcial de alguns residuos lignocelulésicos.

Residuo
Lignocelulésico

Celulose (%)

Hemicelulose (%)

Lignina (%)

Referéncia

Sabugo de milho

Palha de milho

Bagago de cana

Palha de trigo

Palha de sorgo

31,7

25-41,2

47

33-42

34

34,7

34,5

27,5

25-32

44

20,3

14,1

20,3-26,3

16 - 23

20

CRUZ et al.,
2000
SALAZAR, 2005;
TAMANINI e DE
OLIVEIRA
HAULY, 2004
RABELO, 2007
CANDIDO;
CANILHA;
SILVA, 2002
HERRERA et al.,
2004

3.1.1 Palha de milho

Plantagdes de milho podem ser encontradas em quase todos os paises, sob

diferentes climas e formas de manejo. A produgao da safra mundial de 2014/2015
chegou a 1 bilhdes de toneladas de milho (ABIMILHO, 2016). Os Estados Unidos
sdo pioneiros mundiais na produgdo do grao, tendo uma produtividade média de

cerca de 9 mil a 10 mil kg/ha, em areas de plantagdes superiores a 35 milhdes de

hectares. Dessa produgao, grande parte € escoada como graos para consumo tanto



humano, quanto animal, e quase 1/3 é destinada a producdo de -etanol
(ABRAMILHO, 2016).

O Brasil ocupa terceira posi¢gao na produgao mundial de milho, alcangando
uma producdo de 85 milhdes de toneladas na safra de 2014/2015 (ABIMILHO,
2016). O grao pode ser transformado em 6leo, farinha, amido, margarina, xarope de
glicose, dentre outros, porém, o principal destino dessa produg&o no Brasil s&o as
industrias de ragdes para animais. As regides que mais produzem o gréo, no pais,
séo o Centro-Oeste, Sudeste e Sul (MAPA, 2016).

Com toda essa produgado, € de se esperar que o processamento desse
material gere uma grande quantidade de residuos. A palha de milho esta entre um
dos residuos obtidos apos a colheita do milho; o caule, a casca e o sabugo também
sdo residuos dessa producdo. Apesar do baixo valor nutritivo, esses sao
normalmente utilizados na alimentagao animal. A palha porém, pode possuir outras
aplicagdes como incineragido, artesanato ou a disposicdo sobre o solo apds a
colheita mecanizada. Esse ultimo pode representar um problema, pois em grandes
quantidades atrai pragas e prejudica as proximas plantagbes (ERENO e CESAR,
2007).

A palha de milho € o residuo agricola de maior abundancia produzido nos
Estados Unidos. Um estudo realizado em 2005, pelo Departamento de Agricultura
dos EUA (USDA) juntamente com o Departamento de Energia dos EUA (USDOE),
estimou que 75 milhdes de toneladas de palha de milho seca poderiam ter sido
colhidas de maneira sustentavel (ou seja, ser recolhida do solo, porém deixar
quantidade suficiente para ndo comprometer a fertilidade do mesmo), de
aproximadamente, 36,8 milhdes de hectares plantados de milho. O estudo prevé
ainda que, com um aumento moderado a elevado da produgéo, esse numero pode
subir para 170 a 256 milhdées de toneladas secas por ano, até 2030. Considerando-
se que cada tonelada de biomassa seca tenha capacidade de produzir 85 litros de
etanol, e levando-se em conta o aumento previsto em 2030, o pais teria a
capacidade de produzir 14,5 a 21,8 bilhdes de galdo deste combustivel por ano, que
corresponde de 9 a 14% do uso atual de gasolina (MARSHALL E SUGG, 2009;
PERLACK et al., 2005).

Na busca por agregar valor a esse produto e gerar renda, diversos estudos
séo realizados para que esse residuo agricola seja melhor aproveitado. Nos Estados

Unidos, existem programas realizados por empresas e incentivados pelo governo
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que coletam esses residuos nas fazendas produtoras e os encaminham para uma
industria de produgéo de etanol celuldsico, tornando assim, a produgdo de milho e
de etanol mais sustentavel (DUPONT, 2016; MARSHALL E SUGG, 2009; PERLACK
et al., 2005).

A composi¢do quimica da palha de milho é constituida basicamente por
lignina, celulose e hemicelulose, nas proporgdes apresentadas na Tabela 1, dentre

outros componentes.

3.1.2 Bagaco de cana-de-agucar

A cana-de-agucar € uma das culturas principais no cenario agricola mundial.
Ela é cultivada em mais de 100 paises, onde gera renda e méo de obra. O Brasil
ocupa posigdo de destaque entre esses paises, e se configura como o maior
produtor mundial. Segundo a Organizagdo das Nagdes Unidas para Alimentagéo e
Agricultura (FAQO), a producao brasileira de cana-de-agucar em 2015 chegou a 740
milhdes de toneladas. A produgdo dessa cultura esta concentrada em oito estados
brasileiros, sédo eles: Sdo Paulo, Goias, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Parana,
Alagoas, Pernambuco e Mato Grosso, os quais sdo responsaveis por 94,9% da
produgéo nacional (CONAB, 2016). Apenas uma parte dessa produgao € destinada
a produgédo de bioenergia; cerca de um tergco da cana-de-agucar é destinada a
produgdo de agucar, outro um tergo € queimado para produzir eletricidade em
industrias sucroalcooleiras e a outra fracao € deixada no solo e sofre decomposi¢ao
pelos microrganismos (SOCCOL et al., 2010).

O bagago da cana-de-agucar € um residuo lignocelulésico proveniente do
processamento da cana-de-agucar, caracterizado pelo caule macerado e ndo inclui a
palha (PEREIRA Jr; COUTO; SANTA ANNA, 2008).

Segundo dados da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), na
safra de cana-de-agucar 2011/2012, foram gerados cerca de 163 milhdes de
toneladas de bagago de cana-de-agucar, que representa uma propor¢cao de quase
30% em relagao a cana-de-agucar moida. Uma tonelada de cana de agucar produz
cerca de 280 Kg de bagago com 50% de umidade, possuindo um potencial de
aproveitamento energético de 598.000 kcal, o que corresponde a 34,8% do total do
potencial energético da cana-de-agucar (SOARES, 2007). Esse enorme potencial
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nao € completamente aproveitado, o bagago é utilizado, na maioria das vezes, em
fornalhas das industrias sucroalcooleiras (SANTOS, 2012).

Esse residuo lignoceluldsico pode ter diversas aplicagdes como: a produgéo
de papel/celulose, forragem, alimentagao animal e, nas ultimas décadas, a utilizagao
como matéria prima para a geragdo de etanol de segunda geragdo a partir da
hidrélise e fermentagao desse residuo (PEREIRA Jr; COUTO; SANTA ANNA, 2008).

A composi¢ao quimica do bagaco de cana-de-agucar varia de acordo com a
espécie da planta da qual ele & proveniente. Porem, em geral, esse residuo
lignoceluldsico é constituido principalmente de celulose, lignina, hemicelulose e
cinzas, nas proporgdes apresentadas na Tabela 1, o restante s&o pequenas
quantidades de minerais, ceras e outros compostos (SOCCOL et. al, 2010).

Devido a grande oferta desse residuo, e também a sua composigado quimica,
o bagago de cana-de-agucar pode ser considerado um dos materiais
lignocelulésicos com maior potencial de obtengcdo de muitos produtos de interesse
industrial. A produgcédo de etanol lignoceluldsico a partir desse residuo € possivel
através de reagbes quimicas e/ou bioldgicas e leva a um aumento na produtividade
da industria sucroalcooleira, devido a um aumento na produg¢ao de bioetanol. Assim,
a quantidade de etanol gerado, pode dobrar a produgédo de etanol no Brasil sem a
necessidade de expandir as areas de cultivo da cana-de-agucar (PEREIRA Jr;
COUTO; SANTA ANNA, 2008).

3.1.3 Melago de Cana-de-agucar

Outro exemplo de residuo proveniente do processamento da cana-de-agucar
€ 0 melago de cana-de-agucar, que € um subproduto conhecido como lodo. Ele é
proveniente do processo de decantacdo do caldo de cana-de-agucar e é fonte rica
em carboidratos. O melagp € um importante residuo, composto por
aproximadamente 50% (m/m) de agucares (em sua maioria sacarose, glicose e
frutose), agua, proteina grosseira, lipideos, metais pesados, vitaminas e outros
nutrientes (SILVA; CESAR e SILVA, 2003).

Esse residuo € de grande importancia pois possui uma relagdo custo
beneficio efetiva quando usada como fonte de carbono. Assim, ele pode ser utilizado

como nutriente para a produgdo de enzimas industriais a partir do cultivo de
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microrganismos, especialmente fungos filamentosos. O melago pode ser uma fonte
apropriada de nutrientes, porém a mistura de enzimas produzidas no meio ainda ndo
estdo bem caracterizadas quanto a identificacdo e quantificagdo de proteinas
produzidas (HE et al., 2014).

Alguns estudos relataram a indugdo da produgcdo de endonucleases
(carboximetil celulases-CMCases) pela adicdo de melago de cana-de-agucar ao
meio (ALLCOCK e WOODS, 1981; GORI et al., 2010; GHORI et al., 2011). Em suas
pesquisas, ALLCOCK e WOODS (1981) encontraram que a substancia presente no
melago que € responsavel por induzir a produgédo de CMCases, € uma molécula
pequena, pois o cultivo com certa quantidade de melaco dialisada ndo apresentou
atividade de CMCase. GORI et al. (2010) afirmam o potencial que o melago,
juntamente com o lodo de levedura e a palha de trigo, tém de produzir tanto a

CMCase quanto outras celulases.

3.2 Ceriporiopsis subvermispora

O género Ceriporiopsis Dom. abrange os fungos causadores da
decomposigdo branca da madeira (White-rot fungi). A espécie Ceriporiopsis
subvermispora € um fungo lignocelulolitico e é descrito como um dos fungos mais
seletivos para a degradagao da lignina. Este fungo produz determinados compostos
de baixa massa molar que atuam na parede celular e na lamela média das plantas,
provocando alteragbes nas mesmas (BLANCHETTE et al. 1997; FARIA, 2010;
CUNHA, 2012).

E crescente a importancia desse fungo nas aplicagdes industriais, porém seu
uso € restrito, pois o0 seu sistema enzimatico extracelular ndo € completamente claro.
Este sistema comporta-se de maneira diferente, de acordo com o tipo de substrato.
Diversos estudos mostram que o crescimento fungico apresenta diferentes padroes
em substrato solido e meio liquido, o que leva a produgao de enzimas e isoenzimas
diferentes (MACHUCA e FERRAZ, 2001; SOUZA-CRUZ, 2005). Além disso, o tipo
de fonte de nitrogénio presente no meio de cultivo também influencia a produgao de
enzimas por Ceriporiopsis subvermispora. Segundo CHMELOVA e ONDREJOVIC
(2012), fontes organicas de nitrogénio como peptona e albumina, sdo melhores que

sais inorganicos.
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As enzimas extracelulares ja descritas produzidas pelo Ceriporiopsis
subvermispora compreendem manganés-peroxidases (MnP), lacases (Lac),
xilanases, mananases e ainda as endoglicanases e [(-glicosidases que pertencem
ao complexo celulolitico (RUTTIMANN-JOHNSON et al., 1993; SOUZA-CRUZ, 2005;
MENDES, 2008). Apesar de identificadas cépias dos genes lip em seu genoma, a
atividade de Lignina-peroxidase (LiP) n&o foi, ainda, detectada em diversos meios e
formas de cultivo (LOBOS et al., 1994; RAJAKUMAR et al., 1996; RUTTIMANN-
JOHNSON et al., 1993).

Alguns estudos demonstraram que a produgcdo de lacase pelo C.
subvermispora sO é detectada em curtos periodos de cultivo e/ou quando na
presencga de co-substratos de facil assimilagdo, como por exemplo glicose. Por esse
motivo, a degradacg&o da lignina deveria ser atribuida apenas a agdo das MnPs
(FERRAZ; CORDOVA, MACHUCA, 2003; LOBOS et al., 1994; MASARIN, 2006;
VICUNA et al., 1996).

CHMELOVA e ONDREJOVIC (2012) testaram diferentes residuos
lignoceluldsicos (casca de trigo, madeira de alamo e pinho) em cultivos submersos
do fungo da podridao branca Ceriporiopsis subvermispora, durante 7 dias a 30°C, e
concluiram que a composicdo desses materiais afeta a produgdo de enzimas
lignoceluloliticas. Eles encontraram melhores atividades para as enzimas xilanase,
celulase e lacase. FARIA (2010) testou diferentes condicbes de cultivo para a
maximizagdo da produgdo de manganés-peroxidases (MnP) e lacases (Lac) pelo
mesmo fungo, e obteve melhor produgdo de Lac em cultivos submersos e
imobilizados em meios de composigao complexa, ja em cultivo imobilizado em meio

definido houve uma maior produgéo de MnP.

3.3 Aspergillus niger

O género Aspergillus agrupa os fungos filamentosos que produzem esporos
assexuais em uma estrutura chamada aspergillum (parte superior da estrutura -
plural Aspergilla: em latim significa globo perfurado provido de um pincel ou esponja
utilizado na aspersdo de agua benta), parte que caracteriza esse género
(FASANELLA, 2008; KAAIJ, 1976; SERRA, 2005). As espécies desse género que
apresentam aplicagdes industriais mais importantes sao as do grupo dos Aspergillus
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pretos que incluem o A. niger e o A. tubingensis, por exemplo. O Aspergillus niger é
de grande interesse devido a boa capacidade de fermentagéo e aos altos niveis de
produgdo de enzimas, além de produzir diversos produtos que possuem o status
GRAS (Generally Regarded as Safe), que permitem que eles sejam usados, com
segurancga, na industria alimenticia (DE VRIES e VISSER, 2001).

O A. niger é um fungo ubiquo, estando presente na agua, no ar, no solo e na
superficie de tecidos vegetais e animais. Ao ser cultivado em meios artificiais, esse
microrganismo apresenta um crescimento acelerado (SANTOS, 2014). A morfologia
de crescimento apresentada por esse fungo varia de acordo com a linhagem
utilizada, fatores como a composicdo do meio de cultivo, pH, quantidade e tipo de
in6culo, dentre outros. Normalmente, quando o indculo possui uma alta
concentragdo de esporos, o crescimento do fungo na forma filamentosa €
favorecida, enquanto um inéculo de menor concentragédo tende a dar origem a um
crescimento na forma de pellets (EL-ENSHASY et al., 2006).

A ANVISA em seu Regulamento Técnico Sobre o Uso de Enzimas e
Preparagées Enzimaticas na Producdo de Alimentos Destinados ao Consumo
Humano (ANVISA - D.O.U. de 08/10/2014) lista quase 30 enzimas que podem ser
produzidas a partir do Aspergillus niger, dentre elas estdo [-glicosidase, celulase,
hemicelulase, lipase, pectinase e xilanase. Esse fungo é fonte de celulases que
podem ser utilizadas na area alimenticia ou n&o. Ele €& considerado por alguns
pesquisadores como sendo superior aos outros fungos devido a grande produgao de
enzimas (AGUIAR e MENEZES, 2000).

Ao ser cultivado em fermentagdo submersa em meio contendo residuos
lignoceluldsicos, o A. niger produziu exoglicanases, endoglicanases e 3-glicosidase.
Além disso, a produgao foi maior quando o meio foi suplementado com melaco de
cana-de-agucar e lodo de levedura (GHORI et al., 2011). Outra opg¢ao de
suplementacao citada na literatura é o farelo de soja ou trigo para aumentar a
producéo de celulases (RODRIGUEZ-ZUNIGA et al., 2011; COURI et al., 2000).

Em seu estudo GHORI et al. (2011) detectaram que as melhores condigbes
de cultivo do A. niger foi meio contendo palha de milho, 30°C, pH de 3,5 e tempo de

cultivo de 96 horas para uma maior producao de celulases.
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3.4 Hidrélise enzimatica dos residuos lignocelulésicos

Uma das aplicagdes mais importantes das enzimas do complexo celulolitico
€ a hidrolise da biomassa lignoceluldsica, onde essas enzimas convertem a celulose
em acgucares fermentesciveis. Esse processo pode ser precedido de um pré-
tratamento quimico ou utilizado como etapa unica. O pré-tratamento quimico envolve
a utilizagcdo de acidos, alcalinos e/ou oxidativos para a desconstrugcdo parcial da
lignocelulose e outros componentes, facilitando o acesso das enzimas. A vantagem
de utilizar o pré-tratamento enzimatico como etapa unica é a redugdo de custos
como um todo, ja que o pré-tratamento quimico € um gargalo no processo por ser
uma das etapas mais caras. Devido ao uso de produtos quimicos altamente
corrosivos, existe a constante necessidade de manutengdo e troca de
equipamentos. Porém, o pré-tratamento quimico apresenta a vantagem de ser um
processo rapido e eficiente na degradagcdo prévia dos materiais lignocelulésicos
(FACUNDES, 2014; GALBE e ZACCHI, 2012; MENDES, 2008). A Tabela 2
apresenta uma comparagao entre os diversos processos de hidrolise em relagdo aos
insumos, condicbes de operagdo e rendimentos na sacarificagdo (hidrélise). A
hidrolise enzimatica tem sido considerada por especialistas como a mais promissora
para a produgido de etanol devido ao seu enorme potencial de evolugdo, além de
menor custo de manutencgao das instalagoes (JARDINE, DISPATO e PERES, 2009;
LYND et al., 2005).

Tabela 2: Processos de hidrolise do material lignoceluldsico.

Processo Insumo Temperatura Tempo Sacarificagao
Acid’o diluido <1% H,SO, 215°C 3 min 50 - 70%
Acido 30-70% H,SO, 40°C 2-6h 90%
concentrado
Enzimatico  _Cn2mas 50°C Depende do 75 - 95%
lignoceluloliticas microrganismo

Fonte: Adaptado de JARDINE, DISPATO e PERES, 2009.

Dentre os microrganismos que possuem agéo de degradacdo de materiais
lignoceluldsicos, os fungos sdo os mais eficientes. Eles produzem e secretam
diversas enzimas que agem sobre esse material, causando uma despolimerizagéo

inicial, o que resulta na geragdo de compostos de menor massa molar que podem
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ser transportados pela membrana celular e utilizados no metabolismo interno das
células (FERRAZ, 2004; SANTOS, 2014).

3.5 Enzimas envolvidas na degradagao dos residuos lignoceluloliticos

Os primeiros estudos que relataram as enzimas envolvidas na degradagao
da parede celular dos vegetais datam de 1950, e tiveram como objetivo obter
acgucares utilizados industrialmente. Existem trés tipos de enzimas que realizam a
degradagao dessa parede: as celulases, que formam um sistema sinérgico de trés
tipos de enzimas - endoglicanases, celobiohidrolases e 3-glicosidases - que realizam
a degradagéo completa da celulose; as hemicelulases que compreendem diferentes
enzimas que agem na degradagdo da hemicelulose e, por fim, as peroxidases -
manganés-peroxidase (MnP), lignina peroxidase (LiP) e as lacases (Lac) que
juntamente com alguns mediadores de baixa massa molar realizam a oxidagdo da
lignina (SANTOS, 2014; CARVALHO et al., 2009). Existem diversos tipos de fungos
e bactérias que s&o capazes de realizar a degradagdo do material lignoceluldsico
fazendo uso dessas enzimas. Essas podem ser classificadas também como enzimas
hidroliticas e enzimas oxidativas. As oxidativas englobam as lacases e as
peroxidases, e elas atuam na degradacdo da lignina, além de livrar o meio de
metabdlitos indesejaveis que sdo produzidos durante a hidrdlise. A degradagcao
dessa estrutura permite a atuagdo do outro grupo de enzimas, as hidroliticas que
englobam as celulases, hemicelulases dentre outras (ALBANO, 2012).

3.5.1 Celulases

Celulases sédo enzimas que catalisam a hidrolise das ligagdes glicosidicas da
celulose. Elas apresentam diferentes modos de atuagdo que variam de acordo com
o formato da enzima e as interacbes hidrofébicas e hidrofilicas entre enzima e
substrato. Celulases que apresentam estruturas tridimensionais similares, vao exibir
modos de ligagdes similares. Existem trés classes gerais que definem a atuagao
dessas enzimas: fenda, tunel e bolsdo (Figura 5). As endoglicanases apresentam
uma estrutura tridimensional na forma de fenda aberta, que forma uma ligagdo da

enzima a cadeia celuldsica. As exoglicanases tem seu sitio ativo em forma de tunel
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ou bolsdo. O primeiro permite que a enzima permaneca firmemente ligada a cadeia
de celulose mesmo quando ocorre a liberagao de produto. O numero de subsitios na
enzima que interagem com o substrato, define o tamanho do bols&o, que também &
influenciado pelo comprimento da cadeia polimérica (STANKOVIC, 2014; VASELLA,
DAVIES e BOHM, 1994).

Figura 5: Trés tipos de topologia apresentadas pelas celulases que se relacionam com a
interacdo com o substrato: fenda, tunel e bolsao. O sitio ativo esta representado em
vermelho (STANKOVIC, 2014).

As celulases apresentam uma estrutura bastante complexa e uma das suas
caracteristicas € a estrutura modular, que engloba o moddulo catalitico (CCD -
catalytic core domain) e o modulo de ligagao ao carboidrato (CBM - carbohydrate
binding module), como mostra o esquema da Figura 6. Embora a fungdo e o
mecanismo dos CBMs ainda sejam pouco conhecidos, acredita-se que eles
desempenham um papel importante na afinidade da enzima pela cadeia de celulose
(STANKOVIC, 2014; VASELLA, DAVIES e BOHM, 1994; ZHANG e ZHANG, 2013).
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cCD

—— linker

Figura 6: Esquema da estrutura modular da celulase. Onde CCD representa o dominio em
que ocorre a reagao quimica e CBM o dominio menor responsavel por interagir fisicamente
com o substrato. Linker € um peptideo que nédo possui estrutura terciaria definida,
responsavel pela unido dos dois modulos (STANKOVIC, 2014).

Quando a combinagdo de duas ou mais enzimas torna o processo mais
eficiente que a atuagao de apenas uma individualmente, diz-se que essas formam
um sistema sinérgico. A hidrolise da celulose a glicose envolve uma combinagéo de
enzimas, que trabalham de uma maneira sinérgica para que a hidrolise ocorra.
Dessa forma, as endoglicanases fazem cortes internos na cadeia de celulose e
proporciona novos terminais. Esses se tornardo acessiveis a clivagem pelas
celobiohidrolases/exoglucanases e [B-glicosidases, que aumentardo as atividades
hidroliticas. Devido a esse efeito sinérgico, cada enzima aumenta a agao da outra, o
que resulta num aumento do rendimento da hidrolise. Esse modelo sinérgico das
celulases é chamado de modelo exo-endo. A Figura 7 apresenta esse modelo e
mostra o mecanismo de agéo sinérgico de cada uma das celulases em uma cadeia
de celulose (BEGUIN e AUBERT, 1994; SAINI, SAINI, e TEWARI, 2015).

18



Endo-glucanase Exo-glucanase

Y y

*--0000- 0060000000600

Endo-glucanase l p-glucosidase

l v

o+o-o—o+o+.y0"'°*+0" 0%

Endo-giucanasc Exo-glicanase l -aloaosidae
L 0y o o O lH 0g Sty o ot - S
s O x 6 n n 0o nte o ot -2 -

Figura 7: Modelo endo-exo para a sinergia entre endoglicanases, exoglicanases e [3-

"

glicosidases em um sistema celulolitico durante a hidrolise da celulose. ™ = terminacéo

redutora modificada; = = ligacao 3(1,4); L= glicose modificada; 0O - glicose nao
modificada (SAINI, SAINI, e TEWARI, 2015).

3.5.1.1 Endo-1,4-B-glicanases (CMCases)

As endoglicanases (EC 3.2.1.4) sdo responsaveis por iniciar a hidrdlise e
também pela rapida solubilizacdo do polimero de celulose. Elas hidrolisam
randomicamente as ligagoes -1,4 das porgdes internas da regido amorfa e liberam
oligossacarideos que possuem diferentes graus de polimerizagdo e com cadeias de
terminagédo redutora e nao redutora (AGUIAR, 2010; CUNHA, 2011; ZHANG e
ZHANG, 2013).

Bactérias, fungos, plantas e animais produzem variadas endoglicanases que
possuem diferentes atividades cataliticas. As CMCases produzidas por fungos
normalmente possuem o moédulo catalitico com ou sem CBM, ja as bacterianas
podem apresentar médulos cataliticos multiplos, CBMs, e outros tipos de modulos
que nao possuem fungao conhecida (ZHANG e ZHANG, 2013).

A estrutura tridimensional na forma de fenda das endoglicanases (Figura 5),
permite que elas se liguem e clivem a cadeia de celulose e leve a formagao de
glicose, celodextrinas soluveis ou fragmentos insoluveis de celulose. Porém,

baseado na sua habilidade de hidrolisar celulose microcristalina (CMC), as CMCases

19



podem agir ativamente e gerar produtos como a celobiose ou longas cadeias de
celodextrinas. Contudo, esta estrutura sofre menor hidrolise devido ao seu alto grau
de organizagao molecular (COHEN et al., 2005; SANTOS, 2011; ZHANG e ZHANG,
2013).

3.5.1.2 Exoglicanases

As exoglicanases (EC 3.2.1.91) atuam ativamente nos terminais redutores
ou nao redutores presentes nas cadeias polissacaridicas da celulose, e podem
liberar celobiose ou glicose. Exoglicanases sdo divididas em celobiohidrolases
(CBHs) e glicanohidrolases (GHs). As primeiras sdo as mais estudadas e produzidas
por diversas bactérias e fungos, atuam na liberagdo de celobiose a partir das
extremidades da celulose. Ja as GHs sdo mais raras, elas atuam de maneira
diferente na fibra celulésica e sdo capazes de liberar glicose diretamente do
polimero de celulose (ZHANG e ZHANG, 2013; AGUIAR, 2010; ALBANO, 2012).

3.5.1.3 B-glicosidases (BGs)

As f-glicosidases (EC 3.2.1.21) atuam na hidrdlise das ligacdes glicosidicas
B-1,4 das moléculas de celobioses e também de outros pequenos oligossacarideos,
ocorrendo assim, a liberagado de glicose (CUNHA, 2011; ZHANG e ZHANG, 2013;
SANTOS, 2011).

Diferentes B-glicosidases sado encontradas em diversos organismos, como
fungos, bactérias, plantas e animais, com diferentes médulos cataliticos. Na maioria
das vezes, a producao dessa enzima por fungos aerobicos é extracelular, enquanto
em bactérias anaerdbias, as enzimas sdo mantidas no citoplasma (ZHANG e
ZHANG, 2013). Existem muitos estudos que avaliaram a produgdao de BGs por
fungos filamentosos como Trichoderma reesei, Aspergillus niger e A. oryzae, varios
utilizaram leveduras e alguns, bactérias, como fonte dessas enzimas (SINGHANIA et
al., 2013).

Com um maior numero de pesquisas a respeito do etanol lignocelulésico, as
B-glicosidases tem sido vistas como a chave para uma completa hidrolise da

celulose. A hidrélise enzimatica da celulose envolve um processo complexo com
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muitas etapas, sendo a ultima, a reagao de catalise que envolve a acido da BG na
celobiose. Esse composto € um forte inibidor de celobiohidrolases e endocelulases,
e devido a atividade da celobiose, as BGs podem reduzir esse efeito. Além disso, a
alta concentracdo de glicose no meio, inibe a hidrolise da celulose pelas BGs,
exercendo inibigdo pelo produto (ZHANG e ZHANG, 2013; SINGHANIA et al., 2013).

A Figura 8 resume os mecanismos de atuacao das celulases.

- ‘-—___‘_,/\/&‘-‘b’.
solida ——— e

(hidrolise —— Ny—
primaria) M—‘—é

®oa o“ C ) - endOS

M _ o o.f% @3 exos
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Figura 8: Representacdo esquematica da acao hidrolitica do complexo enzimatico (celulase)
que atua sobre a celulose levando a produgéo de glicose. Endos representam as
endoglicanases; exosR representam as exoglicanases de terminais redutores; exosNR
representam as exoglicanases de terminais ndo redutores e 3-Gase representa as -
glicosidases (Adaptado de ZHANG, HIMMEL, e MIELENZ, 2006).

3.5.2 Enzimas oxidativas

As enzimas oxidativas, responsaveis pela degradagdo da lignina sao,
basicamente, as fenoloxidases, que sao metaloproteinas e atuam de duas formas:
as dependentes de peroxido ou peroxidases, como as manganés peroxidases
(MnPs) e as ligninas peroxidases (LiPs) e as que ndo dependem de perdxidos, que
sdo as lacases (Lacs) (KIRK e CULLEN, 1998; CORREIA et al., 2011). Essas

enzimas, ao agirem sobre a lignina, levam a rea¢des de oxidagdo que decompdem a
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macromolécula gradativamente, até resultar em compostos de baixa massa molar
(SOUZA-CRUZ, 2005). As enzimas do complexo ligninolitico, podem ser ordenadas,
de acordo com suas capacidades de oxidagdo: LiPs>MnPs>Lacases (MASARIN,
2006).

Os fungos de degradagao branca, tais como Phanerochaete chrysosporium,
Cyathus stercoreus, Phlebia sp., Pleurotus ostreatus e Ceriporiopsis subvermispora,
produzem, comumente, enzimas ligninoliticas durante seu metabolismo secundario
(CUNHA, 2012; FACUNDES, 2014; FARIA, 2010; SOUZA-CRUZ, 2005). A secregao
dessas enzimas pode sofrer influéncia de alguns compostos presentes no meio de
cultivo. Na presenga de compostos aromaticos, ha uma maior produgao de lacases,
que pode ter sua produgéao prejudicada quando da adigdo de cobre e ferro (CUNHA,
2011). Além disso, alguns parametros de cultivo podem afetar a produgdo e
atividade dessas enzimas, como: a disponibilidade de oxigénio, pH, temperatura e

fonte e concentracdo de carbono e nitrogénio (FASANELLA, 2008).

3.5.2.1 Lignina peroxidase (LiP)

A lignina peroxidase (EC 1.11.1.14) foi a primeira enzima lignocelulolitica a
ser identificada. Ela € uma hemeproteina, com massa molar em torno de 40 kDa,
apresenta uma estrutura globular e é relativamente néo especifica, responsavel pela
oxidagao de compostos aromaticos fendlicos. Além disso, na presenca de peroxido
de hidrogénio, realiza a clivagem oxidativa de ligagdes C-C e C-O-C de estruturas
aromaticas nao fendlicas como a lignina, assim como de muitos outros compostos
organicos com potencial de oxirredugao acima de 1,4 V (WONG, 2009; HAMMEL e
CULLEN, 2008). Essa enzima € comumente produzida por basidiomicetos, fungos
de degradagao branca, como por exemplo, o Phanerochaete chrysosporium. Porém,
existem varios fungos degradadores de lignina que nao produzem LiP, como
Ceriporiopsis subvermispora, Panus tigrinus, Rigidoporus lignosus, Picnoporus
cinnabarinus e Dichomitus squalens (FARIA, 2010; GUERRA, 2002; KUHAD et al.,
1997). A Figura 9 ilustra o ciclo catalitico da lignina peroxidase.
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Figura 9: Ciclo catalitico da lignina peroxidase (FARIA, 2010).

Na primeira etapa do ciclo (Figura 9), ocorre a oxidagdo do Fe*" proveniente
da enzima nativa para Fe**, isso ocorre pela acdo do aceptor natural de elétrons,
peroxido de hidrogénio (H2O,), este atua como substrato na reagcdo e gera o
composto | oxidado, que € um radical catiénico da LiP deficiente em dois elétrons.
Na segunda etapa, ocorre a formagdo do composto |l a partir da redugdo do
composto anterior, por um agente redutor que pode ser um substrato como o alcool
veratrilico. Nesse novo composto, o ferro ainda esta como Fe**, porém ndo é mais
um radical livre. Na terceira, e ultima etapa, a redugdo € realizada por um elétron
proveniente de um segundo substrato, que também pode ser o alcool veratrilico, isso
retorna a enzima a sua forma nativa, e completa-se o ciclo catalitico (CORREIA et
al., 2011; WONG, 2009).

3.5.2.2 Manganés peroxidase (MnP)

A manganés peroxidase (EC 1.11.1.13) € uma hemeproteina glicosilada com

massa molar entre 45 e 47 kDa, é produzida extracelularmente e expressa como
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multiplas isoenzimas. Sdo produzidas por fungos causadores da podriddo branca
(FARIA, 2010). A MnP ¢é dependente de certos compostos que quando presentes no
meio, estabilizam a sua atividade, s&o eles: peréxido de hidrogénio, o ion Mn** e a-
cetoacidos como o lactato (AGUIAR FILHO, 2008).

O ciclo catalitico das MnPs, inicia-se a partir da oxidagdo do H>O, ou outro
peroxido orgéanico, Figura 10. Isso faz com que a enzima nativa perca dois elétrons e
passe a ser chamada de composto |. A partir dai, para retornar a conformacao de
enzima nativa, sdo necessarios mais dois passos sucessivos que tem o composto |l
como intermediario. A formagao deste, requer a presenca de um doador de elétrons
que tenha potencial redox apropriado, podendo ser o Mn?** ou outro. Porém, para a
conversdo do composto Il & enzima nativa, é indispensavel a presenca do Mn?*
(CARVALHO et al., 2009; HOFRICHTER, 2002).

[R-OOH]

[R-OH]
ﬂ’o e?® _A < H,0 [R-OH]
Ergima nativa 2

RH

: Fe'®

Composio |

£l

Re+H

Co mposto N

RH

Figura 10: Ciclo catalitico da Manganés peroxidase (adaptado de HOFRICHTER, 2002).

A degradagao da lignina realizada pelas MnPs esta relacionada diretamente
a acao de alguns mediadores de baixa massa molar, como por exemplo o Mn** que
atua sobre estruturas de fendis. Além disso, ha um sistema baseado na medigao por
acidos graxos insaturados, ao gerar radicais intermediarios reativos (radicais peroxil)
podem ser relacionados a degradagao de estruturas nao fendlicas (HOFRICHTER,
2002; JENSEN et al., 1996).
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O ion Mn*, que é gerado durante a catélise, é de fundamental importancia
no meio, uma vez que, ao ser estabilizado por diferentes acidos organicos
produzidos pelo proprio fungo, ele pode abstrair elétrons de outros compostos
organicos de forma inespecifica. Esse fendmeno leva a formagao de radicais muito
reativos que sao capazes de atacar estruturas recalcitrantes com um poder de
redugdo elevado (FARIA, 2010; AGUIAR FILHO, 2008; HOFRICHTER, 2002). A

Figura 11 mostra os diferentes radicais que podem ser produzidos.
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Figura 11: Radicais formados pelo sistema catalitico de MnPs quando na presenca de
diversos substratos (adaptado de HOFRICHTER, 2002).

3.5.2.3 Lacase (Lac)

As lacases (EC 1.10.3.2) sdo polifenois oxidases (fenoloxidases) e uma das

enzimas mais antigas ja descritas. Essas oxidases extracelulares apresentam massa

25



molar entre 60 e 80 kDa e s&do produzidas por quase todos os basidiomicetos que
degradam lignina e também por algumas espécies de bactérias e plantas (AGUIAR
FILHO, 2008; CORREIA et al., 2011; SOUZA-CRUZ, 2005; WONG, 2009). A lacase
tem sua estrutura diferente de acordo com a espécie que a origina, normalmente, as
Lacs provenientes de fungos contém 4 atomos de cobre que se distribuem em 3
sitios de ligacao diferentes. Uma cisteina e duas histidinas coordenam o cobre,
formando um arranjo triangular (TAVARES, 2006).

As lacases, assim como as MnPs, possuem um baixo potencial de oxidagao,
por isso abstraem elétrons apenas de estruturas fenodlicas e nao de anéis aromaticos
que possuem oxigénios da posicao 4 esterificados (ndo fendlica). Esse fator limita a
acao dessas enzimas a uma minima fragao da lignina, uma vez que, este polimero
apresenta apenas 10% dos oxigénios da posi¢cao 4 na forma de estruturas fendlicas
livres (CARVALHO, 2009; FARIA, 2010; SOUZA-CRUZ, 2005).

Elas atuam em substratos fendlicos, abstraindo um elétron dos fendis,
sendo, portanto, uma oxidacdo que é mediada por ions Cu®* a Cu'*, este, entdo,
reduz O, a HyO, garantindo assim o ciclo da enzima. Quando na presenga de
determinados mediadores como o ABTS (acido 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzeno-tiazol-6-
sulfénico) e o acido 3-hidréxiantranilico, € capaz de catalisar a oxidagdo de
compostos que possuem elevados potenciais redox (Figura 12) (AGUIAR FILHO,
2008; FARIA, 2010; SOUZA-CRUZ, 2005; WONG, 2009)..

Ligninagy Lacase 0,
Reduzida Cu*
Lignina Lacase H,O
Nativa Cu**
Lignina Mediadory Lacase 0,
Reduzida Cu*

Ligninaoy Mediador S H,0
Nativa Cu** /

Figura 12: Ciclo catalitico da lacase (FARIA, 2010).
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A composi¢ao do meio de cultivo influencia a produgéo de Lacs, nele devem
ser adequados a relagdo carbono e nitrogénio, a temperatura, a taxa de aeragéo, o
pH e a presenga de metais (CORREIA et al., 2011).

3.6 Cultivo submerso para a producgao de enzimas lignoceluloliticas

As duas principais técnicas de cultivo para a produgao de celulases por
microrganismos sdo o cultivo em estado sélido (CES) e o cultivo submerso (CS)
(TAVARES, 2006; ALBANO, 2012). O parametro mais destacado que diferencia
estes processos € o teor de agua presente no meio reacional. No CES, a agua livre
esta presente em pouca ou em nenhuma quantidade. Nesses sistemas, a agua
apresenta-se complexada a matriz sélida de substrato (CASTRO e PEREIRA
JUNIOR, 2010). Essa técnica, utiliza de compostos insoliveis no meio, que atuam
como fontes de nutrientes e suporte fisiologico (MESSIAS et al., 2011).

A técnica de cultivo submerso envolve o crescimento do microrganismo em
um meio rico em nutrientes e com elevadas concentragbes de oxigénio. Nesse
sistema, as transferéncias de massa e calor sao facilitadas, conferindo um carater
homogéneo ao sistema (CUNHA, 2011; MESSIAS et al., 2011). O alto teor de agua
contribui, ainda, para o controle da temperatura, do pH, e reduz a degradagédo do
produto, principalmente as enzimas que possuem baixa estabilidade térmica
(CASTRO e PEREIRA JUNIOR, 2010).

Os cultivos em meio liquido sdo, normalmente, divididos em varias fases que
incluem a preparagao do inéculo, a formulagédo do meio de cultivo e a definicdo das
condigbes de cultivo (TAVARES, 2006). O CS permite um melhor controle do
processo, além disso, a recuperagao de enzimas extracelulares e a determinagao da
biomassa sao mais faceis, através de filtragao ou centrifugacdo (ALBANO, 2012).

Os fungos filamentosos ao serem cultivados em culturas submersas
apresentam diferentes formas morfolégicas, e se apresentam como filamentos
micelares dispersos ou ainda massas miceliares agregadas que sao chamadas de
“pellets” (PARMAGIANNI, 2004).

O cultivo submerso é o processo mais utilizado para a producgao industrial de
enzimas, visto que possuem melhores formas de controle, maiores rendimentos e

menores custos e riscos de contaminagao. Porém, a quantidade e as propriedades
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apresentadas pelas celulases produzidas por microrganismos no CS, variam de
acordo com as condigdes de cultivo estabelecidas. Além disso, os fatores ambientais
exercem grande influéncia na produgéo de celulases e xilanase por diversos fungos,
tanto em CS quanto em CES (AGUIAR e MENEZES, 2000).

3.7 Planejamento fatorial

O planejamento de um experimento visa definir uma sequéncia de coletas de
determinados dados experimentais para que se possa atingir objetivos definidos
previamente. Um dos meétodos de planejamento experimental disponivel na literatura
€ o planejamento fatorial. Ele € o mais indicado para avaliar os efeitos de duas ou
mais variaveis que influenciam o processo. Esse método visa um estudo do efeito
conjunto de diversos fatores sobre uma determinada variavel de interesse, e isso &
feito de maneira eficiente e econémica (BARROS NETO; BRUNS; SCARMINIO,
2010; CUNICO et al., 2008).

Para sua execugdo € necessario que todos os niveis do fator de estudo
sejam especificados. Para que o mesmo seja completo, deve-se determinar e incluir
todas as combinagdes dos niveis do fator e com base nas respostas obtidas, pode-
se avaliar qual foi o efeito proveniente dessas combinacbes. Fatores podem ser
definidos como cada variavel que pode ser controlada no sistema de estudo. Esse
tipo de planejamento pode ser representado por b em que “k” representa o nimero
de fatores e “b” o numero de niveis escolhidos. Por exemplo, um planejamento
fatorial 22, apresenta 2 varidveis avaliadas em dois niveis. Neste caso, apenas 4
ensaios Sao necessarios para que se possa avaliar todas as combinacgdes possiveis
(CUNICO et al., 2008).

No planejamento fatorial 22, pode-se identificar o nivel superior da variavel
com o sinal (+) e o nivel inferior com o sinal (-) (BARROS NETO; BRUNS;
SCARMINIO, 2010). O efeito principal é definido como a diferenga média obtida na
resposta quando o nivel do fator de controle investigado € alterado, ele pode ser
dado pela equagao 1 (CUNICO et al., 2008).

Efeito principal = 2X (W%) Eq. 1
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em que:
y = média dos efeitos individuais da medida;
b = numero total de experimentos no planejamento (CUNICO et al., 2008).

Para o experimento fatorial 22, a equacao do efeito principal pode ser dada

como na equagao 2.

Efeito principal = 2X (W#) Eq. 2

Pode-se definir, ainda, os efeitos de interagdo como sendo a metade da
diferenga entre os efeitos principais de uma variavel nos niveis de outra variavel. O
erro padrao para os efeitos que é definido como o erro na determinacao dos efeitos
€ dado pela equacéao 3.

Erro Padrdo do Efeito = \/% Eq. 3
Em que:
s = erro na medida (desvio padrao);
k = numero de fatores experimentais no planejamento experimental

(CUNICO et al., 2008).

No caso do planejamento fatorial 22, a equagdo 3 pode ser simplificada
como na equagao 4.

N

Erro Padrao do Efeito = NG

Eq. 4

Os resultados podem ser melhor visualizados e interpretados se forem
representados graficamente, nesse caso, as respostas obtidas para os experimentos
s&o mostradas como fungdo das variaveis estudadas (CUNICO et al., 2008).
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4 MATERIAIS E METODOS

Foram realizados dois planejamentos experimentais 22 para verificar a
producao de enzimas lignoceluloliticas e agucares redutores, um planejamento para
o cultivo de Ceriporiopsis subvermispora e outro para o Aspergillus niger. Os ensaios
foram feitos em ftriplicatas. As variaveis analisadas foram dois residuos
agroindustriais, bagaco de cana-de-agucar (BCA) e palha de milho (PM), como
substratos para a produgao das enzimas, e a suplementagdo do meio de cultivo com

farelo de trigo. A Tabela 3 mostra essas variaveis.

Tabela 3: Planejamento experimental 22 para produzir enzimas lignoceluloliticas e agucares
redutores. Varidvel A é o tipo de substrato de residuo agroindustrial e a variavel B é a
suplementacdo do meio de cultivo. Foram realizados dois planejamentos utilizando o
Ceriporiopsis subvermispora e o outro o Aspergillus niger.

Ensaio Variavel A Nivel Variavel B Nivel
, Com Suplementacgéao
1 Bagaco de cana-de-agucar - Farelo de trigo +
2 Palha de milho + | ComSuplementagao
Farelo de trigo
3 Bagaco de cana-de-agucar - Sem Suplementacéo -
4 Palha de milho + Sem Suplementacéo -

4.1 Preparo dos inéculos

4.1.1 Ceriporiopsis subvermispora

O fungo basidiomiceto causador de podriddo branca, Ceriporiopsis
subvermispora, cepa L1487-SS3, foi gentilmente cedido pelo professor André Aguiar
Mendes (Universidade Federal de Itajuba). O microrganismo foi inicialmente
repicado em placas de Petri com meio constituido de 0,2 g.L‘1 de extrato de malte;
0,02 g.L" de extrato de levedura e 0,2 g.L”' de agar. As placas contendo o
microrganismo foram incubadas em estufa bacteriolégica a 28 + 2°C por um periodo
de 7 dias. Passado esse tempo, 3 circulos de 1,6 cm de didmetro foram extraidos
das placas de Petri, e inseridos em erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL do meio
de inéculo. O meio era constituido de 20,0 g.L™" de substrato (palha de milho ou
bagaco de cana-de-agticar); 0,05 g.L™! de CaCl,.2H,0; 0,05 g.L™' de MgSQ4; 1,5 g.L-
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' de KH,POy; 2,0 g.L" de (NH4)2S04 e o pH foi ajustado para 3,5. Os inéculos foram
preparados em duplicata, sendo 4 erlenmeyers, 2 contendo palha de milho e os
outros 2, bagaco de cana-de-agucar. Os erlenmeyers foram incubados em mesa
rotativa a 120 rpm, 30°C durante 15 dias. Esse método foi adaptado de GHORI et al.
(2011). Os meios foram autoclavados a 121°C por 15 minutos.

4.1.2 Aspergillus niger

O fungo filamentoso Aspergillus niger cepa ATCC® 9642™ - Lote T19/3/E foi
gentiimente cedido, em suspenséo, pela professora Isabel Cristina Braga Rodrigues
(Universidade Federal de Sao Jodo Del-Rei).

O preparo do inéculo foi feito transferindo-se 2 mL da suspensao de fungos
para erlenmeyers de 500 mL contendo 48 mL do mesmo meio inéculo preparado
para o Ceriporiopsis subvermispora. Os dois erlenmeyers foram incubados em mesa

rotativa a 120 rpm, 30°C durante 48 horas.

4.2 Cultivo

O meio de cultura utilizado foi adaptado de GHORI et al., 2011 e teve como
composigao: 4,0 g.L‘1 de substrato solido (Bagago de cana-de-agucar ou Palha de
milho); 0,05 g.L™" de CaCl,.2H,0; 0,05 g.L™" de MgSOy4; 1,5 g.L™ de KH.PO4; 2,0 g.L™
de (NH4)2SO0q; 0,01 g.L" de melaco de cana-de-aguicar e 5,0 g.L™" de peptona. O
meio de cultivo teve seu pH ajustado para 3,5. A composi¢cao e concentragdo dos
substratos sdélidos variou de acordo com o planejamento experimental (Tabela 3).
Nas amostras que continham suplementagao, a proporcao foi de 90% do substrato
sélido (3,6 g.L™") (bagago de cana-de-agticar ou palha de milho) e 10% de farelo de
trigo (0,4 g.L™") (RODRIGUEZ-ZUNIGA et al., 2011). Os meios foram autoclavados a
121°C por 15 minutos. A solugdo de melago de cana-de-agucar foi preparada e
esterilizada separadamente a fim de se evitar a reagao de Maillard, e s6 depois ela
foi adicionada aos erlenmeyers.

Apos o tempo de incubagao de cada um dos inéculos, 2 mL de inéculo foram
transferidos para frascos de erlenmeyers de 125 mL contendo 18 mL do meio de

cultivo com composigao citada anteriormente. Os 12 erlenmeyers foram entao
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incubados a 30°C a 120 rpm. O tempo de cultivo foi de 14 dias para o fungo
Ceriporiopsis subvermispora e de 96 horas para o Aspergillus niger.
Todos esses procedimentos de manipulagdo de microrganismos foram

realizados no interior de uma camara asséptica de fluxo laminar.

4.3 Extracao do caldo enzimatico

A extragdo das enzimas do meio fermentado, foi realizada a partir do método
adaptado de MENDES (2008). Ao término de cada cultivo, adicionou-se, a cada uma
das amostras, 20 mL do tampao de extragdo, composto por: tampao acetato de
sédio 50mM (pH 5,5) acrescido de 0,01 % (v/v) de Tween 20. Os erlenmeyers foram
entao levados para mesa rotativa a 120 rom e 28 £ 2 °C durante 3 horas.

Apos esse tempo, os caldos enzimaticos foram recuperados por filtragdo em
papel filtro qualitativo 80 g (unifil) e mantidos sob refrigeracgéo.

4.4 Determinacao das atividades enzimaticas

Para determinag&o de algumas atividades enzimaticas utilizou-se o reagente
DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico), que foi preparado segundo metodologia descrita por
CARVALHO (2008). Inicialmente, dissolveu-se 7,5 g.L" de &cido 3,5-dinitrosalicilico
e 14,0 g.L' de NaOH em &gua destilada. Posteriormente, adicionou-se a esta
solucdo, 216,1 g.L™' de tartarato de sédio e potassio, 5,4 mL.L™" de fenol levemente
aquecido e 5,8 g.L”' de NaHSOs. A solugéo de DNS foi armazenada em frasco de

polipropileno etiquetado e datado, ao abrigo da luz.

4.4.1 Curva Padrao da Concentragao de Glicose

Para realizar as dosagens de FPase, CMCase e agucares redutores totais
foi necessario a constru¢do de uma curva padréo de glicose, essa foi preparada
utilizando uma solugdo padrdo de glicose 1 mg.mL™". Realizou-se diluicdes em
triplicata nas concentracdes de 0,1 a 1,0 mg.mL™. A cada 250 pL da amostra da
solugao estoque diluida, adicionou-se 250 pL do reagente DNS. A mistura foi
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incubada a 100 + 2°C por 5 minutos. Em seguida, resfriou-se as mesmas em banho
de agua fria e adicionou-se 2 mL de 4gua destilada em cada uma delas. Mediu-se,
entdo, a densidade optica de cada uma a 540 nm. Os valores de absorbancia

encontrados foram utilizados na construgao da curva padrao.

4.4.2 Lacase

A atividade da Lacase foi determinada a partir da adaptagdo da metodologia
descrita por MENDES (2008) que realiza a oxidagdo do &cido 2,2-azinobis-(3-
etilbenzitiazolina-6)-sulfonico (ABTS). Para isso, 250 yL do extrato enzimatico foram
acrescidos de 100 pL de agua destilada, 550 pyL de tampéao citrato-fosfato de sodio
50 mM (pH 5,0) e 100 pL de ABTS 1 mM. Em espectrofotdmetro, realizou-se a
cinética enzimatica a 420 nm durante 2,5 minutos com intervalos de 5 segundos. O
branco foi preparado substituindo-se o extrato enzimatico por agua destilada.

Para o calculo da atividade enzimatica da Lac utilizou-se a equagao 5,
descrita por AGUIAR FILHO (2008).

ur AAbs
mL  eXRXt

x103 Eq.5
AAbs = variagéo da absorbancia (Absgina; — AbSinicial);

¢ = coeficiente de absorgdo molar (420 nm = 36000 L. M~1. cm™1);

R = quantidade de solugdo da amostra;

t = tempo de reagdo em minutos;

Ul/mL = Unidade internacional, onde internacional significa pmol.min'1.

4.4.3 Manganés-peroxidase

Para a determinacdo da atividade enzimatica da manganés-peroxidase,
realizou-se a oxidagdo do vermelho de fenol seguindo a metodologia descrita por
AGUIAR FILHO (2008). Para isso, preparou-se dois tubos de cada amostra sendo
que 50 pL de MnSO4 1,5 mM foram adicionadas a 50 pyL de H2,0O, 0,03 M (preparado
em tampao succinato 50 mM pH 4,5), 100 uL de lactato de sédio 2,4% (m/v), 200 uL

de albumina bovina 0,5% (m/v) e 600 pL do extrato enzimatico. Para o controle, um
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dos tubos de cada amostra foi fervido por 10 minutos e depois retirado e resfriado.
Tendo todas as amostras preparadas, adicionou-se vermelho de fenol 0,1% (m/v) ao
branco (preparado substituindo-se o extrato enzimatico por agua destilada), e a
partir de entdo, deu-se inicio a contagem do tempo (tempo zero). Leu-se a
absorbancia de cada amostra em espectrofotdbmetro a 610 nm. Passados 10
minutos, as misturas foram acrescidas de 40 yL de NaOH 2M, com a finalidade de

interromper a reagao, e tiveram suas absorbancias medidas novamente.

4.4.4 Lignina-peroxidase

A partir de uma adaptagédo do método descrito por MENDES (2008) realizou-
se a determinagcdo da atividade da lignina-peroxidase, utilizando para tanto, o
corante azul de metileno. As reagdes foram conduzidas em tubos onde foram
adicionados 250 pL de extrato enzimatico, 250 yL de H,O2, 2 mM (preparado em
tampao succinato 50 mM pH 4,5), 125 uL de corante azul de metileno 300 mM e 625
ML de tampao succinato de sodio 50 mM (pH 4,5). O branco foi preparado a partir da
substituigdo do extrato enzimatico por agua destilada. A degradagado do corante foi
monitorada em espectrofotdbmetro a 651 nm durante 10 minutos com intervalos de

20 segundos.

4.4.5 Celulases totais (Fpase)

A dosagem de celulases totais (FPases) foi realizada utilizando-se uma tira
de papel de filtro quantitativo Fusion n°® 1, tendo como base a metodologia adaptada
de CARVALHO (2008), AGUIAR FILHO (2008) e VILELA (2013). Homogeneizou-se,
em um tubo de ensaio, 500 yL do caldo enzimatico com 1000 pyL de tampao citrato
de sddio 0,05 M pH 4,8 e uma tira de papel de filtro 1 x 6 cm - 50 mg. A solugao
reacional foi incubada a 50° C durante 1 hora, em seguida, os tubos foram levados
para um banho contendo agua fria para que a reagao fosse interrompida. Os
agucares redutores produzidos foram quantificadas pelo método DNS. Para tanto,
adicionou-se 250 uL de DNS a 250 uL da solucao anterior, os tubos foram incubados
em banho a 100 + 2°C durante 5 minutos. Passado esse tempo, os tubos foram
resfriados em banho de agua fria e, posteriormente, 2mL de agua destilada foram
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adicionados em cada um dos tubos. Por fim, realizou-se a leitura de cada amostra
em espectrofotbmetro a 540 nm. O branco foi preparado substituindo o caldo
enzimatico por tampé&o citrato de sodio 0,05 M pH 4,8.

Segundo GHOSE (1987), uma unidade de atividade enzimatica € definida
como sendo a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 pymol de agucar
redutor por mL de extrato enzimatico por minuto de reagdo (U = ymol.mL".min™"). O

calculo da atividade enzimatica foi realizado a partir da equacgéo 6 (AGUIAR, 2010).

Vr

U
— = ARTX ————
mL 0,18XV XTy

Eq. 6

Onde:
ART = Quantidade de acgucares redutores totais produzidos na reacado de hidrodlise
(mg/mL);
Vr = Volume total da hidrdlise (volume de tampé&o + volume do extrato enzimatico)
(mL);
0,18 = massa de 1 ymol de glicose (mg);
V. = Volume de extrato enzimatico utilizado na hidrélise (mL);

Ty = Tempo para a reagao de hidrolise (min).

4.4.6 Endoglicanases (CMCase)

A dosagem da enzima endoglicanase (CMC) foi realizada pelo método do
carboximetilcelulose (CMC) adaptado de CARVALHO (2008) e AGUIAR FILHO
(2008). Assim, a 500 pL de tampéo citrato de sodio (50 mM pH 5,0) adicionado de
CMC 2% (m/v) foram acrescentados 500 pL do extrato enzimatico. Os tubos foram
incubados a 50°C por 1 hora e, posteriormente, a fim de interromper a reagao, foram
resfriados em banho de agua fria. Em seguida, a 250 pyL dessa mistura reacional
foram adicionados 250 pL da solugao de acido 3,5-dinitro-salicilico (DNS). Os tubos
foram incubados em banho a 100 + 2°C por 5 minutos. Passado esse tempo, os
tubos foram resfriados em banho de agua fria, e adicionou-se 2 mL de &agua
destilada em cada um dos tubos. Por fim, a absorbancia das amostras foram
registradas a 540 nm. Para o branco, o extrato enzimatico foi substituido por tampao
citrato de sédio (50 mM pH 5,0).
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O célculo da atividade enzimatica foi feito utilizando a equacdo 6. Uma
simplificacdo dessa equacdo para a CMCase esta mostrada na equacgao 7. Nesse
caso, UCMC é a unidade de atividade enzimatica da endoglicanase (CMCase).

ucMmc
mL

1 (mL)
)xo,s (mL)x60(min)

= 0,185XART Eq.7

= ART (77) x — rm

mL
umol

4.4.7 Determinacao dos Agucares Redutores Totais

A metodologia utilizada para quantificagdo de agucares redutores totais foi a
de VASCONCELOS, PINTO e ARAGAO (2013). Adicionou-se, entdo, 250 uL de
caldo enzimatico e 250 uL de DNS em um tubo de ensaio. Essa mistura reacional foi
levada a banho-maria a 100° + 2°C durante 5 minutos. Em seguida, resfriou-se os
tubos em um banho de agua fria e adicionou-se 2 mL de agua destilada a cada um
dos tubos. Realizou-se a medida da densidade optica a 540 nm. O branco foi
preparado substituindo-se o caldo enzimatico por tampao citrato de sédio (50 mM pH
4,8).

4.4.8 Quantificagao das Proteinas Totais

Para quantificacdo das proteinas totais utilizou-se o0 método adaptado de
Lowry descrito por SANTOS (2012). Primeiramente, preparou-se o reagente E nas
proporcoes de 1:1:49:49 (v/v) das solugdes A (sulfato de cobre 1%); B (tartarato de
sodio e potassio 2%); C (2% de carbonato de sodio) e D (0,1 M de hidroxido de
sodio), respectivamente. Em seguida, adicionou-se 250 pL do extrato enzimatico a
1250 pL deste reagente E, e incubou-se por 10 minutos a temperatura ambiente.
Apos esse tempo, adicionou-se 250 pL do reagente de Folin, diluido em uma
proporgao de 1:1 em agua destilada. Terminada a adigdo, agitou-se os tubos em
vortex e deixou-os em repouso por 30 minutos, no escuro, a temperatura ambiente.
Realizou-se a leitura da absorbancia a 750 nm. O branco foi preparado substituindo-
se o extrato enzimatico por tampao citrato de sodio (50 mM pH 4,8).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos cultivos realizados tanto com o C. subvermispora quanto com o
Aspergillus niger, as principais enzimas produzidas foram as celulases. Nao foi
possivel detectar, em nenhum dos ensaios, a presengca das enzimas peroxidases
(Manganés-peroxidase e lignina peroxidase). Ja no cultivo com C. subvermispora, foi
possivel detectar a atividade da lacase.

FARIA (2010) detectou e comparou a produgéo de MnP e Lac em 3 tipos de
cultivos de C. subvermispora, em superficie, submerso e imobilizado, utilizando meio
complexo e meio definido. Neste estudo, ele observou que, em cultivo submerso e
imobilizado, em meio de composi¢cao complexa, a produ¢ao de Lac foi maior que de
MnP, enquanto que no cultivo imobilizado em meio definido, houve uma maior
producdo de MnP. Portanto, baseado nesse autor, como o presente estudo trata-se
de um cultivo submerso com meio complexo, o esperado era que a C.
subvermispora produzisse certa quantidade de MnP, mesmo essa sendo menor que
de Lac, mas isso nao foi detectado. Dong et al. (2012) analisou a produgéo dessas
enzimas por diferentes fungos, incluindo o C. subvermispora, e utilizou diferentes
residuos agroindustriais (caule de milho, sabugo de milho, palha de trigo e caule de
arroz) como substrato. Para este fungo, ndo foi observada atividade de Lacase em
nenhum dos tempos e para nenhum dos substratos, porém, a atividade da MnP foi
detectada, por exemplo, para o sabugo de milho, nos tempos de 3, 6 e 12 dias (as
analises foram feitas para os tempo de 3, 6, 9 e 12 dias). A partir desse estudo,
pode-se sugerir, entdo, que, a ndo detecgdo da manganés-peroxidase pode ter sido
consequéncia de um tempo superior de cultivo, ja que o presente estudo foi
realizado durante 14 dias.

O estudo realizado por FASANELLA (2008) mostra a produgéo de
manganés-peroxidase e lacase pelo fungo A. niger, em estado sdlido, utilizando
bagaco de cana-de-agucar como substrato. Para o cultivo com BCA néo tratado, ela
detectou a atividade de Lacase a partir do quinto dia de cultivo e MnP a partir do
quarto dia. Entao, certamente, o tempo de cultivo foi um fator limitante na produgao
dessas enzimas para o A. niger, uma vez que ele foi realizado por 96 horas.

Diversos autores relataram a auséncia de lignina-peroxidase em cultivos de
C. subvermispora (SOUZA-CRUZ, 2004; LOBOS et al., 1994; FARIA, 2010). Nao foi
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encontrado nenhum estudo na literatura que avaliou a produgao de LiP pelo fungo
Aspergillus niger. Como nao foram encontradas atividades enzimaticas da
manganés-peroxidase, Lacase e Lignina-peroxidase no cultivo de A. niger, pode-se
inferir que n&o houve a produgao de enzimas ligninoliticas por esse microrganismo.

A presenca da atividade de CMCase (endoglicanases) e de acgucares
redutores nos cultivos com ambos os fungos, indicam que os mesmos produziram
endoglicanases e xilanases. As xilanases sdo enzimas capazes de hidrolisar as
ligagbes entre unidades monoméricas de xilose, que estdo presentes na celulose,
esses entdo sdo detectaveis pela determinagao de agucares redutores (MENDES,
2008).

5.1 Ceriporiopsis subvermispora

5.1.1 Producao de Agucares Redutores Totais (ART)

Na Tabela 4 sdo apresentados os volumes dos extratos enzimaticos
contidos em cada ensaio apos a filtragdo, as massas de substrato sdlido utilizadas e
também as respostas e seus respectivos efeitos na producdo de Acucares
Redutores Totais em cada um dos ensaios.

Tabela 4: Volumes dos extratos enzimaticos, massa de substrato e resultados do
planejamento fatorial 22 para o estudo dos efeitos do tipo de substrato sélido e da
suplementacdo com farelo de trigo na producdo de acgucares redutores totais no cultivo
submerso de Ceriporiopsis subvermispora. A = substrato sélido, (+) representa a palha de
milho e (-) o bagaco de cana-de-agucar, e B = suplementacdo com farelo de trigo, (+) o
meio foi suplementado e (—) o meio nao foi suplementado.

Ensaio | Variaveis Respostas
ART por
A Volume do
ART Massa de massa de
A|B| x extrato ART (mg)*
(mg/mL)* substrato (g) substrato
B | enzimatico (mL)* .
(mg/g)
2,674 71,613 99,463
1 -+ - 26,83+0,58 p 0,72 3
10,395 7,991x10 16,192x10
5,349 147,106 + 204,314
2 + |+ |+ 27,5040,00 p 0,72 4
+0,305 2,387x10 +2,690x10
1,795 45,198 + 56,497
3 - -]+ 25,17+0,29 2 0,80 =
+0,098 7,021x10 16,816x10
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7,008 193,897 242,371

4 + - - 27,67+0,29 - 0,80 6
+0,094 | 2,804x10 +2,534x10

*As incertezas indicadas sao correspondentes ao desvio padrdo da média para as
determinagdes em triplicata.
A variavel A representa o tipo de substrato sélido utilizado no experimento, em que (+)
representa a palha de milho e (-) representa o bagago da cana-de-aglcar. A variavel B
representa a suplementagao do meio de cultivo, onde (+) apresenta suplementagcdo com
farelo de trigo e (-) ndo apresenta suplementacéo.
Efeitos principais:
Substrato sélido (A): [(-99,463+204,314-56,497+242,371)/2] = 145,363.
Suplementagao (B): [(+99,463+204,314-56,497-242,371)/2] = 2,455.
Efeitos de segunda ordem: Substrato soélido (A) x Suplementacdo (B): [(-
99,463+204,314+56,497-242,371)/2] = -40,512.

A resposta Agucares Redutores Totais por massa de substrato solido (mg/g
de substrato) pode ser apresentada em um sistema cartesiano, em que cada eixo

representa uma variavel (Figura 13).

Substrato sélido 'y §|\
1

I

+ -38,057 - I
242,371 > 204,314 1

N AT I

I

I

I

1

I

+185,874 +104,851 I

I

I

1

I

I

N 56,497 > 99,463 1
+42,966 !

1

I

I

_______________________ >

Suplementagéao

Figura 13: Representagdo geométrica dos efeitos no planejamento fatorial 2 para a
producao de Aglcares Redutores Totais em cultivo submerso do Ceriporiopsis
subvermispora [resposta: mg/g de substrato]. Substrato sélido: bagaco de cana-de-agucar (-
) e palha de milho (+), suplementacado com farelo de trigo: sem suplementacéo (-),com
suplementacao (+).
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Analisando a Tabela 4 e a Figura 13, pode-se observar que nos cultivos
contendo a palha do milho como substrato sdlido (2 e 4), a suplementagdo do meio
de cultivo com farelo de trigo ocasionou uma redugédo de 38,057 mg/g de agucares
redutores no meio. Porém, para aqueles que utilizaram o bagago de cana-de-agucar
como substrato, a suplementagdo do meio foi positiva, levando a um aumento de
42,966 mg/g de acucares redutores. Assim, o efeito global da variavel
suplementacdo do meio com farelo de trigo € dado pela média dos efeitos citados
([42,966-38,057)/2], sendo positivo e igual a 2,455.

Nos ensaios em que houve suplementagdo do meio (1 e 2), ao comparar a
producao de agucares redutores totais entre os dois substratos, nota-se um aumento
de 104,851 mg/g do bagago de cana-de-agucar para a palha de milho. Da mesma
forma, nos ensaios em que ndo houve a suplementagcdo do meio (3 e 4), a palha de
milho apresentou uma maior produgédo (aumento de 185,874 mg/g) de agucares
redutores totais em relagédo ao bagago de cana-de-agucar. Entéo, efeito global da
variavel substrato sélido foi positivo e igual a 145,363, ou seja, a palha de milho
aumenta a produgao de agucares redutores em 145,363 mg/g.

O efeito de segunda ordem (-40,512) indica que a associagdao das duas
variaveis nao foi favoravel para a producado de agucares redutores totais. Com base
nos efeitos globais, pode-se afirmar que a influéncia do substrato solido foi muito
mais favoravel a produgdo de agucares. Portanto, a melhor condigdo para a
producdo de agucares foi a do ensaio 4, o qual utilizou a palha de milho como
substrato sélido sem suplementacgao.

5.1.2 Proteina total

A Tabela 5 e a Figura 14 mostram os resultados obtidos para a produgéo de

proteina total em cada um dos ensaios.
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Tabela 5: Volumes dos extratos enzimaticos e resultados do planejamento fatorial 22 para o
estudo dos efeitos do tipo de substrato sélido e da suplementagdo com farelo de trigo na
producéo de proteina total no cultivo de Ceriporiopsis subvermispora. A = substrato sélido,
(+) representa a palha de milho e () o bagago de cana-de-agucar, e B = suplementagao
com farelo de trigo, (+) o meio foi suplementado e (—) o meio ndo foi suplementado.

Ensaio | Variaveis Respostas
Massa de Proteina total por
A x| Volume do extrato Proteina total
A|B o substrato massa de substrato
B enzimatico (mL)* (mg)* .
(9) (mg/g)

1 -+ - 26,83+0,58 7,656 £ 0,016 0,72 10,633 + 2,230x10”
2 + |+ + 27,5040,00 11,347 £ 0,017 0,72 15,759 + 1,865x10™

3 - -]+ 25,17+0,29 6,332 £ 0,020 0,80 7,914+ 4,027x10™
4 + -] - 27,67+0,29 10,680 £ 0,018 0,80 13,350 + 1,980x10™

*As incertezas indicadas sdo correspondentes ao desvio padrdo da média para as

determinagdes em triplicata.

Efeitos principais: Substrato solido (A): [(-10,633+15,759-7,914+13,350)/2] = 5,281.
Suplementagéo (B): [(+10,633+15,759-7,914-13,350)/2] = 2,564.

Efeitos de segunda ordem: Substrato soélido (A) x Suplementacdo (B): [(-

10,633+15,759+7,914-13,350)/2] = -0,155.
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Figura 14: Representagdo geométrica dos efeitos no planejamento fatorial 2 para a
producao de proteinas totais em cultivo submerso do Ceriporiopsis subvermispora [resposta:
mg/g de substrato]. Substrato sélido: bagaco de cana-de-acgucar (-) e palha de milho (+),
suplementacdo com farelo de trigo: sem suplementacao (-),com suplementacao (+).
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Com base nos dados apresentados na tabela 5 e na Figura 14, pode-se
observar que nos ensaios que continham o bagago de cana-de-agucar como
substrato solido (1 e 3), a suplementagdo do meio de cultivo com farelo de trigo, fez
com que a quantidade de proteinas totais aumentasse em 2,719 mg/g. Nos ensaios
que teve como substrato sélido a palha de milho (2 e 4), a suplementacéo do meio
com farelo de trigo também aumentou a quantidade de proteinas totais em 2,409
mg/g. Nesse caso, o efeito global proveniente da suplementagdo do meio com farelo
de trigo pode ser obtido a partir da média dos efeitos citados [(2,719 +2,409)/2] que
e igual a 2,564.

Para os ensaios em que n&o houve a suplementagdo do meio de cultivo com
farelo de trigo (3 e 4), observa-se um aumento de 5,436 mg/g na producao de
proteinas totais quando o substrato sdlido utilizado foi a palha de milho (em relagéo
ao bagago da cana-de-agucar). Também nos ensaios com suplementagcao do meio
(1 e 2), houve um aumento de 5,126 mg/g de proteinas totais quando o substrato
solido foi a palha de milho. O efeito global da variavel substrato sélido calculado foi
de 5,281 mg/g.

A partir da analise dos efeitos globais das duas variaveis, € possivel notar
que, tanto o substrato sdlido, quanto a suplementacdo com farelo de trigo
influenciaram a produgéao de proteinas totais e ambos positivamente. Porém, o efeito
da variavel substrato sélido foi mais significativo. O efeito de segunda ordem (-0,155)
indica que a associagdo entre essas duas variaveis nao foi favoravel para a
producdo dessas proteinas. A maior quantidade de proteinas totais foi obtida no
ensaio 2, que continha palha de milho como substrato sdélido e suplementagdo com
farelo de trigo.

5.1.3 Producao de Lacase

A Tabela 6 apresenta os resultados obtidos para as atividades especificas e
relacao atividade total/massa de substrato da Lacase (ULac/mL de meio de cultivo,
ULac/mg de proteina total e ULac/g de substrato). A Figura 15 apresenta a resposta
da relagdo atividade da Lacase/massa de substrato (ULac/g de substrato).
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Tabela 6: Resultados do planejamento fatorial 2° para o estudo dos efeitos do tipo de
substrato solido e da suplementagdao com farelo de trigo na produgédo de Lacase no cultivo
submerso de Ceriporiopsis subvermispora. A = substrato sdlido, (+) representa a palha de
milho e (-) o bagago de cana-de-agucar, e B = suplementagdo com farelo de trigo, (+) o
meio foi suplementado e (=) o meio n&o foi suplementado.

Ensaio Variaveis Respostas
Atividade enzimatica )
Atividade enzimatica Lacase por massa de
A|B| AxB especifica o
especifica (ULac/mg)* substrato (ULac/g)*
(ULac/mL)*

1 -+ - 0,043 + 4,642x10™° 0,152 + 3,313x10” 1,603 + 4,300x10™"
2 + | + + 0,044 + 9,416x10 0,108 + 1,283x10”" 1,688 + 5,527x107°
3 -] - + 0,040 + 3,539x10™ 0,161+ 8,174x10” 1,264 + 2,751x10™
4 + | - - 0,047 £ 1,023x10™ 0,121+ 1,797x10” 1,612 + 2,605x10™

*As incertezas indicadas sdo correspondentes ao desvio padrdo da média para as
determinagdes em triplicata.

Efeitos principais:

Substrato sélido (A): [(-1,603+1,688-1,264+1,612)/2] = 0,217.

Suplementacao (B): [(+1,603+1,688-1,264-1,612)/2] = 0,208.
Efeitos de segunda ordem: Substrato sdlido (A) x Suplementacéao (B): [(-1,603+1,688+1,264-
1,612)/2] = -0,132.
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Figura 15: Representagédo geométrica dos efeitos no planejamento fatorial 2% para a
producao de Lacase em cultivo submerso do Ceriporiopsis subvermispora [resposta: ULac/g
de substrato]. Substrato sélido: bagaco de cana-de-agucar (-) e palha de milho (+),
suplementacdo com farelo de trigo: sem suplementacao (-),com suplementacao (+).

43



Analisando-se a Tabela 6 e a Figura 15, pode-se observar que para os
ensaios 1 e 3, nos quais o substrato solido utilizado foi o bagago de cana-de-agucar,
a suplementagao do meio de cultivo com farelo de trigo proporcionou um aumento
de 0,339 ULac/g. Da mesma forma, nos ensaios 2 e 4, em que a palha de milho foi o
substrato solido, a suplementacdo ocasionou um aumento da ordem de 0,076
ULac/g. Pode-se dizer, entdo, que o efeito global da variavel suplementagdo do meio
de cultivo na produgao de Lacase foi positivo e igual a 0,208.

Ao analisar os ensaios 1 e 2, nos quais ocorreu suplementacao, nota-se que
o ensaio contendo palha de milho (2), apresentou maior atividade de Lacase quando
comparado ao ensaio com bagaco de cana-de-agucar (1), com um pequeno
aumento na atividade enzimatica da Lacase de 0,085 ULac/g. Ja nos ensaios 3 e 4,
nos quais néo houve suplementacado com farelo de trigo, o experimento que teve a
palha de milho como substrato solido (4) apresentou maior atividade enzimatica da
Lacase (aumento de 0,348 ULac/g) do que o ensaio com bagago de cana-de-agucar.
Assim, o efeito global da variavel substrato sélido na produgdo de Lacase foi de
0,217.

A partir da analise dos efeitos globais das duas variaveis, pode-se dizer que
ambas as mudangas apresentaram efeito positivo na produgcdo de Lacase.
Analisando o efeito de segunda ordem (-0,132), conclui-se que a associagdo das
duas variaveis nao foi favoravel para a producado de lacase. Ainda assim, a melhor
condigao de cultivo para a atividade de Lacase foi a do ensaio 2, que teve a palha de
milho como substrato sélido e no qual houve a suplementagcdo do meio de cultivo

pelo farelo de trigo.

5.1.4 Producao de FPase

A Tabela 7 apresenta os resultados obtidos para as atividades especificas e
relacdo atividade total/massa de substrato da FPase (UFPase/mL de meio de
cultura, UFPase/mg de proteina total e UFPase/g de substrato). A Figura 16 mostra
a representagao geomeétrica da resposta da relagdo atividade da FPase/massa de

substrato (UFPase/g de substrato).
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Tabela 7: Resultados do planejamento fatorial 2° para o estudo dos efeitos do tipo de
substrato solido e da suplementagao com farelo de trigo na produgdo de FPase no cultivo
submerso de Ceriporiopsis subvermispora. A = substrato sdlido, (+) representa a palha de
milho e (-) o bagago de cana-de-agucar, e B = suplementagdo com farelo de trigo, (+) o
meio foi suplementado e (=) o meio n&o foi suplementado.

Ensaio Variaveis Respostas
Atividade enzimatica | Atividade enzimatica
] i FPase por massa de
A|B| AxB especifica especifica
substrato (UFPase/g)*
(UFPase/mL)* (UFPase/mg)*
1 -+ - 0,266 + 0,003 0,934 + 2,302x10™ 9,907 + 3,010x10™
2 + |+ + 0,533 +0,113 1,285 * 3,256x10™ 20,371 = 6,537x10”"
3 - |- + 0,207 + 0,032 0,827+ 6,401x10” 6,508 + 1,047x10°
4 - - 0,474 £ 0,083 1,228 + 1,455x10™ 16,408 + 1,152 x10”

*As incertezas indicadas sdo correspondentes ao desvio padrdo da média para as
determinagdes em triplicata.
Efeitos principais:

Substrato sélido (A): [(-9,907+20,371-6,508+16,408)/2] = 10,182.

Suplementagéo (B): [(9,907+20,371-6,508-16,408)/2] = 3,681.
Efeitos de segunda ordem: Substrato sodlido (A) x Suplementacdo (B): [(-
9,907+20,371+6,508-16,408)/2] = 0,282.
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Figura 16: Representagdo geométrica dos efeitos no planejamento fatorial 2 para a
producao de FPase em cultivo submerso do Ceriporiopsis subvermispora [resposta:
UFPase/g de substrato]. Substrato sélido: bagago de cana-de-agucar (-) e palha de milho
(+), suplementacdo com farelo de trigo: sem suplementacéao (-),com suplementacéao (+).
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A partir dos dados apresentados na Tabela 7 e na Figura 16, é possivel
observar que nos ensaios 1 e 3, que continham o bagago de cana-de-agucar como
substrato solido, houve um aumento de 3,399 UFPase/g da produgdo de FPase
quando o meio foi suplementado com farelo de trigo. Da mesma forma, nos cultivos
que tinham a palha de milho como substrato soélido (2 e 4), o aumento da produgao
de FPase foi de 3,963 UFPase/g, quando suplementado. O efeito global
apresentado pela variavel suplementagdo com farelo de trigo, nesse caso, foi de
3,681, valor obtido a partir da média dos efeitos citados.

No caso dos cultivos 1 e 2, que foram suplementados com farelo de trigo,
nota-se uma maior produgdo de FPase no cultivo com palha de milho (2) quando
comparado aquele com bagago de cana-de-agucar (1), mostrando um aumento de
10,464 UFPase/g. Para os meios sem suplementacédo (3 e 4), o que teve a palha de
milho (4) como substrato sodlido, também apresentou uma maior atividade
enzimatica, quando comparado com o ensaio contendo bagaco de cana-de-agucar
(3), apresentando aumento de 9,900 UFPase/g de um substrato para o outro. No
caso da variavel substrato sélido, o efeito global calculado foi igual a 10,182.

A anadlise dos efeitos globais obtidos para as duas variaveis nos permite
concluir que ambos foram positivos para o cultivo, sendo que o efeito da variavel
substrato solido foi mais significativo que o efeito da suplementagdo com farelo de
trigo. Da mesma forma, o efeito de segunda ordem (0,282) mostra que a associagao
das duas variaveis foi favoravel a produgdo de FPase, assim, foi obtida maior
atividade enzimatica no ensaio 2, que teve como substrato a palha de milho e com

suplementacgao de farelo de trigo.

5.1.5 Produc¢ao de CMCase

A Tabela 8 apresenta os resultados obtidos para as atividades especificas e
relacao atividade total/massa de substrato da CMCase (UCMCase /mL de meio de
cultivo, UCMCase/mg de proteina total e UCMCase/g de substrato). A Figura 17
mostra a representagdo geométrica da resposta da atividade da CMCase por massa
de substrato (CMCase/g de substrato).
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Tabela 8: Resultados do planejamento fatorial 2° para o estudo dos efeitos do tipo de
substrato sélido e da suplementagao com farelo de trigo na produgdo de CMCase no cultivo
submerso de Ceriporiopsis subvermispora. A = substrato sdlido, (+) representa a palha de
milho e (-) o bagago de cana-de-agucar, e B = suplementagdo com farelo de trigo, (+) o
meio foi suplementado e (=) o meio n&o foi suplementado.

Ensaio Variaveis Respostas
Atividade enzimatica Atividade enzimatica
] i CMCase por massa de
A|B| AxB especifica especifica
substrato (UCMCase/g)*
(UCMCase/mL)* (UCMCase/mg)*
1 -+ - 1,077x10° +2,458x10 | 3,789x10°+8,288x10™ | 4,011x10°+ 9,597x10"
2 + | + + 1,784x10%+2,137x10™° | 4,329x10% +5,124x10™ | 6,815x10° + 4,774x10”
3 - |- + 0,622x10°+1,350x10™ | 2,481x10°+1,263x10™ | 1,959x10° + 2,538x10™
4 + | - - 1,985x10° +4,652x10 | 5,181x10°+7,694x10™ | 6,858x10°+ 7,561x10™

*As incertezas indicadas sdo correspondentes ao desvio padrdo da média para as
determinagdes em triplicata.

Efeitos principais:

Substrato sélido (A): [(-4,011+6,815 -1,959+6,858)x10%/2] = 3,852x10°.
Suplementagao (B): [(+4,011+6,815 -1,959-6,858)x10%/2] = 1,005x10°.
Efeitos de segunda ordem: Substrato sdlido (A) x Suplementacdo (B): [(-4,011+6,815
+1,959-6,858)x10%/2] = -1,048x10°.
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Figura 17: Representagédo geométrica dos efeitos no planejamento fatorial 2% para a
producdo de CMCase em cultivo submerso do Ceriporiopsis subvermispora [resposta:
UCMCase/g de substrato]. Substrato sélido: bagaco de cana-de-acucar (-) e palha de milho
(+), suplementacdo com farelo de trigo: sem suplementacéao (-),com suplementacéao (+).
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Tendo como base a Tabela 8 e a Figura 17, pode-se observar que nos
experimentos 1 e 3, que utilizaram o bagago da cana-de-agucar como substrato
sélido, ocorreu um aumento de 2,052x10®° UCMCase/g na atividade das CMCases
quando houve a suplementacdo do meio. No entanto, quando a variavel A foi a
palha de milho, a suplementagdo causou um efeito negativo na produgdo de
CMCase, com queda da atividade enzimatica da ordem de 43 UCMCase/g. Neste
caso, o efeito da suplementacdo do meio com farelo de trigo foi positivo e igual a
1,005x10°,

Ao comparar os cultivos 1 e 2, nos quais houve a suplementagdo, nota-se
um aumento da produgdo de CMCase da ordem de 2,804x10> UCMCase/g quando o
substrato solido utilizado é a palha de milho. Da mesma forma, nos ensaios 3 e 4,
em que nao houve suplementagéao pelo farelo de trigo, o meio que continha palha de
milho apresentou uma maior atividade enzimatica do que aquele com bagacgo de
cana-de-agucar (aumento de 4,899x10°® UCMCase/g). Assim sendo, observa-se um
efeito global positivo, igual a 3,852x10°, da variavel substrato sélido.

O efeito de segunda ordem (-1,048x10%) mostra que a associagdo das
variaveis foi desfavoravel a produgéo de endoglicanases. Diferentemente das duas
variaveis isoladas, que apresentaram um efeito positivo na producdo dessas
enzimas. Pelos valores encontrados, pode-se dizer que a mudanga de substrato
solido foi mais significativa na produgdo dessas enzimas. O ensaio que apresentou
maior produgao em relagao a atividade/g de substrato foi o 4, que utilizou palha de
milho como substrato e ndo houve a suplementagao com farelo de trigo.

Entdo, de um modo geral, o ensaio 2 foi o que apresentou os melhores
resultados para o cultivo submerso do fungo Ceriporiopsis subvermispora, seguido
pelo ensaio 4. Isto mostra que, a palha de milho foi o melhor substrato sélido na
produgado de todos os produtos e enzimas analisadas. A suplementagdo do meio de
cultivo pelo farelo de trigo néo foi favoravel para a produgao de agucares redutores
totais e endoglicanases, tendo a variavel substrato sdlido se mostrado mais eficiente
nesse caso. Porém, para a produgao de proteinas totais, celulases totais e lacases,
a suplementagao do meio pelo farelo de trigo foi positiva.

FARIA (2010) determinou a atividade maxima da lacase igual a 69,0 UI.L™
no 6° dia de cultivo submerso de C. subvermispora em meio complexo, composto

por extrato de batata/dextrose e extrato de levedura. A atividade maxima de lacase
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obtida no presente trabalho foi 0,676 vezes menor que a encontrada por FARIA
(2010), porém, no presente trabalho, o tempo de cultivo foi maior (14 dias). Esta
atividade maxima, também ¢é 0,042 vezes menor que aquela encontrada por
CHMELOVA e ONDREJOVIC (2012). Eles encontraram uma méaxima atividade de
lacase igual a 1,1 U.mL™" no 16° dia de cultivo para o CS do fungo C. subvermispora,
em meio contendo a palha de trigo como substrato.

Em seu estudo para verificar o metabolismo extracelular dos fungos
Ceriporiopsis subvermispora e Phlebia tremellosa, SOUZA-CRUZ (2005) determinou
as atividades maximas de celulases totais e endoglicanases, respectivamente, iguais
a 0,054 Ul.g™" e 0,275 Ul.g™" para a biodegradacédo em estado sélido da madeira da
espécie Eucalyptus grandis na presenga de milhocina por C. subvermispora. As
atividades maximas para essas enzimas encontradas no presente trabalho foram,
respectivamente, 377,249 e 2,494x10* vezes maiores que as descritas por esse
autor.

MENDES (2008) determinou a atividade de endoglicanases e celulases
totais para duas semanas de cultivo em estado sdlido do C. subvermispora em
madeira e obteve valores iguais a 0,046 Ul.g" e 0,012 ULg”, respectivamente.
Esses valores foram, respectivamente, 1,491x10° e 1,697x10° vezes menores que
as atividades maximas encontradas no presente estudo.

A comparacao entre os valores obtidos a partir da realizagdo desses
ensaios, com os valores da literatura, mostra que as condigdes empregadas foram
muito vantajosas para a produgdo de enzimas lignoceluloliticas, pois no caso das
celulases totais e endoglucanases suas atividades enzimaticas obtidas foram muito
maiores que aquelas apresentadas na literatura. Isso pode ter acontecido devido a
adicdo de melago da cana-de-agucar aos meios de cultivo, que pode ter agido como

um indutor para a produgado das mesmas.

5.2 Aspergillus niger

5.2.1 Producao de Agucares Redutores Totais (ART)

A Tabela 9 apresenta os volumes dos extratos enzimaticos obtidos em cada
ensaio apo6s a filtragdo, as massas de substrato sdlido utilizadas e também as

49



respostas e seus respectivos efeitos na produgao de Agucares Redutores Totais em

cada um dos ensaios.

Tabela 9: Volumes dos extratos enzimaticos, massa de substrato e resultados do
planejamento fatorial 22 para o estudo dos efeitos do tipo de substrato sdlido e da
suplementagdo com farelo de trigo na produgdo de agucares redutores totais no cultivo
submerso de Aspergillus niger. A = substrato sélido, (+) representa a palha de milho e (=) o
bagaco de cana-de-agucar, e B = suplementacdo com farelo de trigo, (+) o meio foi
suplementado e (=) o meio néo foi suplementado.

Ensaio Variaveis Respostas
Volume do
A ot ART Massa de
X extrato
AlB ART (mg)* | substrato | ART/substrato
B enzimatico (mg/mL)* (mg/g)*
) (9)
(mL)

41,956 58,272 +
1 S R 15,00+0,00 0,699 0,031 +0,041 0,72 1512x10™
136,734 189,908 +
2 + |+ + 20,00+£0,00 1,709 £0,072 0,121 0,72 7.459x10°
73,286 91,611
3 - - + 15,00£0,00 4,886 +0,223 0,077 0,80 5,007x10°
69,236 86,545 +
4 +| -] - 20,00+0,00 | 0,866 +0,094 +0.409 0,80 1.512x107

*As incertezas indicadas sdo correspondentes ao desvio padrdo da média para as
determinagdes em triplicata.
Efeitos principais:

Substrato sélido (A): [(-58,272+189,908-91,611+86,545)/2] = 63,285.

Suplementagéo (B): [(+58,272+189,908-91,611-86,545)/2] = 35,012.
Efeitos de segunda ordem: Substrato soélido (A) x Suplementacdo (B): [(-
58,272+189,908+91,611-86,545)/2] = 68,351.

A resposta para a produgao de Agucares Redutores Totais pela massa de
substrato solido (mg/g de substrato) foi representada em um sistema cartesiano em

que cada eixo representa uma variavel (Figura 18).
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Figura 18: Representagédo geométrica dos efeitos no planejamento fatorial 2% para a
producao de Acgucares Redutores Totais em cultivo submerso do Aspergillus niger [resposta:
mg/g de substrato]. Substrato sélido: bagaco de cana-de-acgucar (-) e palha de milho (+),
suplementacao com farelo de trigo: sem suplementacao (-),com suplementacéao (+).

Com base nas informagdes apresentadas na Tabela 9 e na Figura 18, pode-
se inferir que os ensaios em que foram utilizados o bagago de cana-de-agucar como
substrato sélido (1 e 3), a suplementagdo do meio com farelo de trigo levou a uma
redugdo na produgdo de agucares redutores no meio da ordem de 33,339 mg/g.
Porém, nos cultivos em que o substrato sélido foi a palha de milho (2 e 4), a
suplementagao levou a um aumento na produgéo de agucares redutores (103,363
mg/g). O efeito global observado para a variavel suplementacdo do meio de cultura
com farelo de trigo pode ser dado pela média dos efeitos citados, sendo positivo e
igual a 35,012.

Para os cultivos em que n&o houve suplementagéo (3 e 4), nota-se uma
reducéo de 5,066 mg/g de agucares redutores no meio quando o substrato solido
utilizado foi a palha de milho. Ja nos cultivos com suplementacdo do meio (1 e 2),
aquele que utilizou a palha de milho como substrato, mostrou uma maior produgéo
de acgucares redutores totais (131,636 mg/g) quando comparado ao que continha
bagaco de cana-de-agucar. O efeito global calculado para a variavel substrato sdlido
€ positivo e igual a 63,285.
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As duas variaveis influenciaram positivamente a produgdo de acucares
redutores no meio, porém a influéncia do substrato sdlido foi maior. O efeito de
segunda ordem (68,351) também mostrou que a associagéo entre as duas variaveis
foi favoravel, portanto, a maior produgédo de agucares foi observada no ensaio 2, o
qual utilizou palha de milho como substrato soélido e no qual ocorreu a

suplementacgao pelo farelo de trigo.

5.2.2 Proteina Total

Na Tabela 10 estdo apresentados os volumes dos extratos enzimaticos
contidos em cada ensaio ap0s a filtragdo, as massas de substrato sdlido utilizadas e
também os resultados obtidos e seus respectivos efeitos na producédo de proteina
total em cada um dos ensaios. A Figura 19 mostra o sistema cartesiano com a

resposta Proteina total pela massa de substrato sdlido (mg/g de substrato).

Tabela 10: Volumes dos extratos enzimaticos e resultados do planejamento fatorial 22 para
o estudo dos efeitos do tipo de substrato sélido e da suplementagdo com farelo de trigo na
producado de proteina total no cultivo submerso de Aspergillus niger. A = substrato sélido,
(+) representa a palha de milho e (-) o bagaco de cana-de-agucar, e B = suplementagéo
com farelo de trigo, (+) o meio foi suplementado e (—) o meio nao foi suplementado.

Ensaio Variaveis Respostas
Volume do Massa
Al B AxB extrato Proteina total de Proteina / substrato
enzimatico (mg)* substrato (mg/g)*
(mL)* (9)
1 -+ - 15,00+0,00 9,647 +0,029 0,72 13,398%6,167x10™
2 + |+ + 20,00+0,00 29,139 +0,003 0,72 40,471+1,680x10”"
3 - - + 15,00+0,00 7,309 +0,003 0,80 9,136%7,229x10”"
4 + | - - 20,00+0,00 17,815 +0,108 0,80 22,2684,112x10™

*As incertezas indicadas sao correspondentes ao desvio padrdo da média para as
determinagdes em ftriplicata.
Efeitos principais:

Substrato sélido (A): [(-13,398+40,471-9,136 +22,268)/2] = 20,103.

Suplementacao (B): [(+13,398+40,471-9,136 -22,268)/2]] = 11,233.
Efeitos de segunda ordem: Substrato sdélido (A) x Suplementacdo (B): [(-
13,398+40,471+9,136-22,268)/2] = 6,971.
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Figura 19: Representagédo geométrica dos efeitos no planejamento fatorial 2% para a
producao de proteinas totais em cultivo submerso do Aspergillus niger [resposta: mg/g de
substrato]. Substrato sélido: bagaco de cana-de-agucar (-) e palha de milho (+),
suplementacdo com farelo de trigo: sem suplementacéo (-),com suplementacao (+).

A partir das informagdes contidas na Tabela 10 e na Figura 19, é possivel
observar que nos ensaios que utilizaram o bagago de cana-de-agucar como
substrato sélido (1 e 3), aquele que apresentou maior produgao de proteinas totais
foi o suplementado com farelo de trigo, que levou a um aumento de 4,262 mg/g. Nos
ensaios em que foram utilizados a palha de milho como substrato sdlido (2 e 4), a
suplementagdo levou a um aumento maior na produgdo de proteinas totais, sendo
igual a 18,203 mg/g. Assim, o efeito global apresentado pela variavel
suplementagao, na produgao de proteinas totais foi positivo e igual a 11,233.

Nos ensaios 3 e 4, nos quais ndo ocorreu a suplementagcdo, o substrato
solido que apresentou maior produgcdo de proteinas totais foi a palha de milho, o
qual teve um aumento de 13,132 mg/g de proteinas totais quando comparado ao
bagagco de cana-de-agucar. Da mesma forma, nos cultivos em que houve a
suplementagcdo do meio (1 e 2), aquele que utilizou a palha de milho teve um
aumento na produgao de 27,073 mg/g de proteinas totais em relagdo ao que
continha o bagago de cana de agucar. O efeito global do substrato sélido na

produgao de proteinas totais foi igual a 20,103.
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O efeito de segunda ordem (6,971) indica que a associagdo das duas
variaveis foi positiva para a produgéo de proteinas totais. A partir dos resultados
obtidos para os efeitos globais, conclui-se que a palha de milho foi mais favoravel a
producao de proteina total. Sendo assim, a melhor condigdo para a produgao de
proteinas totais foi 0 ensaio 2, no qual houve a suplementagado com farelo de trigo e

o substrato sélido foi a palha de milho.

5.2.3 Producao de FPase

Os resultados obtidos para as atividades especificas e relagdo atividade
total/massa de substrato da FPase (UFPase/mL de meio de cultura, UFPase/mg de
proteina total e UFPase/g de substrato) estdo apresentados na Tabela 11. Na Figura
20 esta a representagdo geometrica da resposta da atividade da FPase por massa
de substrato (UFPase/g de substrato).

Tabela 11: Resultados do planejamento fatorial 2% para o estudo dos efeitos do tipo de
substrato solido e da suplementacdo com farelo de trigo na produgdo de FPase no cultivo
submerso de Aspergillus niger. A = substrato sélido, (+) representa a palha de milho e (-) o
bagaco de cana-de-agucar, e B = suplementacdo com farelo de trigo, (+) o meio foi
suplementado e (=) o meio ndo foi suplementado.

Ensaio Variaveis Respostas
Atividade enzimatica Atividade enzimatica
] FPase por massa de
A|B| AxB especifica especifica
substrato (UFPase/g)*
(UFPase/mL)* (UFPase/mg)*
1 -+ - 0,277 + 3,374x10™ 0,432 +2,310x10° 5,767 + 8,239x10™""
2 + |+ + 0,792 + 1,641x10° 0,543 + 1,169x107° 21,992 + 5,094x10™"
3 - |- + 0,149+ 5,555x10™ 0,306 + 4,547x10° 2,793 + 3,086x10™""
4 + | - - 0,361 + 4,665x10° 0,404 + 4,116x10” 9,028 + 4,686x10°

*As incertezas indicadas sao correspondentes ao desvio padrdo da média para as
determinagdes em ftriplicata.
Efeitos principais:

Substrato sélido (A): [(-5,767+21,992-2,793+9,028)/2] = 11,230.

Suplementagéo (B): [(+5,767+21,992-2,793-9,028)/2] = 7,969.

Efeitos de segunda ordem: Substrato sodlido (A) x Suplementagdo (B): [(-
5,767+21,992+2,793-9,028)/2] = 4,995.
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Figura 20: Representagdo geométrica dos efeitos no planejamento fatorial 2 para a
producao de FPase em cultivo submerso do Aspergillus niger [resposta: UFPase/g de
substrato]. Substrato sélido: bagaco de cana-de-agucar (-) e palha de milho (+),
suplementacdo com farelo de trigo: sem suplementacéo (-),com suplementacao (+).

Para a analise da produgao de FPase, observa-se que, para os ensaios 1 e
3, os quais utilizaram o bagago de cana-de-agucar como substrato solido, a
suplementagao do meio proporcionou um aumento de 2,974 UFPase/g. Nos ensaios
2 e 4, que tiveram como substrato sélido a palha de milho, a suplementagdo do meio
de cultura levou a um aumento de 12,964 UFPase/g. Assim sendo, o efeito global da
variavel suplementagao do meio de cultura na produgéo de FPase foi de 7,969.

Nos ensaios em que houve a suplementagdo do meio com farelo de trigo (1
e 2), nota-se um aumento de 16,225 UFPase/g na atividade de FPases naquele que
utilizou a palha de milho como substrato sélido. Da mesma maneira, nos ensaios em
que nao ocorreu suplementacédo (3 e 4), a palha de milho apresentou uma atividade
enzimatica de 6,235 UFPase/g maior que o bagago de cana-de-agucar. Assim, efeito
global do substrato sdlido foi de 11,230.

Portanto, as duas variaveis apresentaram um efeito positivo na producgao de
FPases, porém o substrato sélido mostrou-se mais significante. O efeito de segunda
ordem (4,995) mostra que a associagdo entre as duas variaveis também foi
favoravel para a produgao de celulases totais (FPases), sendo a melhor condigao a
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do ensaio 2, que utilizou a palha de milho como substrato sélido e que foi

suplementado com o farelo de trigo.

5.2.4 Producgao de CMCase

A Tabela 12 apresenta os resultados obtidos para as atividades especificas
e relacao atividade total/massa de substrato da CMCase (UCMCase /mL de meio de
cultivo, UCMCase/mg de proteina total e UCMCase/g de substrato). Na Figura 21
esta a representagcdo geométrica da resposta da atividade da CMCase por massa de
substrato (CMCase/g de substrato).

Tabela 12: Resultados do planejamento fatorial 2° para o estudo dos efeitos do tipo de
substrato sdélido e da suplementacédo com farelo de trigo na produ¢ado de CMCase no cultivo
submerso de Aspergillus niger. A = substrato solido, (+) representa a palha de milho e (-) o
bagaco de cana-de-agucar, e B = suplementacdo com farelo de trigo, (+) o meio foi
suplementado e (=) o meio ndo foi suplementado.

Ensaio Variaveis Respostas
Atividade enzimatica Atividade enzimatica
] ] CMCase por massa de
A|B| AxB especifica especifica
substrato (UCMCase/g)*
(UCMCase/mL)* (UCMCase/mg)*
1 -+ - 0,617 + 4,309x10™ 9,614 + 5,774x10° 12,858 + 1,805x10™
2 + | + + 2,192 + 6,663x107 1,504 + 1,131x10° 60,893 + 2,051x10”
3 - - + 0,153 + 4,468x10”° 13,134 + 1,022x10”" 2,861 + 7,066x10”
4 + | - - 0,727 + 1,284x10™ 8,133 + 1,511x10° 18,184 + 2,067x107°

*As incertezas indicadas sdo correspondentes ao desvio padrdo da média para as
determinagdes em ftriplicata.
Efeitos principais:

Substrato sélido (A): [(-12,858+60,893-2,861+18,184)/2] = 31,679.

Suplementagéo (B): [(+12,858+60,893-2,861-18,184)/2] = 26,353.
Efeitos de segunda ordem: Substrato sdélido (A) x Suplementacdo (B): [(-
12,858+60,893+2,861-18,184)/2] = 16,356.
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Figura 21: Representagdo geométrica dos efeitos no planejamento fatorial 2 para a
producao de CMCase em cultivo submerso do Aspergillus niger [resposta: UCMCase/g de
substrato]. Substrato solido: bagaco de cana-de-agucar (-) e palha de milho (+),
suplementacdo com farelo de trigo: sem suplementacéo (-),com suplementacao (+).

Os ensaios que utilizaram o bagago de cana-de-agucar como substrato solido,
a suplementagdo do meio proporcionou aumento de 9,997 UCMCase/g. Da mesma
forma, quando a palha de milho foi utilizada, a suplementagdo do meio ocasionou
aumento de 42,709 UCMCase/g. Entédo, o efeito global da variavel suplementagao
do meio com farelo de trigo foi de 26,353.

A analise dos ensaios sem suplementacao (3 e 4) nos permite dizer que a
utilizacdo da palha de milho como substrato solido leva a um aumento de 15,323
UCMCase/g na atividade da CMCase. Nos ensaios que apresentavam
suplementagdo (1 e 2), aquele que continha a palha de milho como substrato
também mostrou maior atividade de CMCase (aumento de 48,035 UCMCase/g) em
relagcado aquele com bagago de cana-de-agucar. O efeito global para essa variavel foi
de 31,679.

O efeito de segunda ordem (16,356) foi positivo, indicando que a interagéo
entre as duas variaveis foi favoravel para a produgdao de endoglicanases. A partir
dos efeitos globais, conclui-se que a variavel substrato solido foi mais favoravel e,
portanto, a melhor condi¢ao de cultivo para a producdo de CMCases foi a do ensaio
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2, que foi suplementado pelo farelo de trigo e utilizou palha de milho como substrato
solido.

Analisando todos os efeitos das diferentes respostas, o ensaio que
apresentou os melhores resultados para a fermentagdo submersa do Aspergillus
niger foi o de numero 2 (palha de milho suplementado com farelo de trigo). Assim,
pode-se dizer que a associagao, entre o substrato solido palha de milho e a
suplementagcdo do meio por farelo de trigo, foi muito favoravel a producdo de
acucares redutores totais, proteinas totais, celulases totais (FPases) e
endoglicanases (CMCases).

Em um estudo realizado por AGUIAR (2010), no qual cultivou-se Aspergillus
niger em estado solido, utilizando diversos substratos sélidos (entre eles o bagago
de cana-de-agucar e a palha de milho pré-tratados), determinou-se as atividades
maximas de celulases totais e endoglicanases iguais a 0,527 UF/mL e 0,338
UCMC/mL, respectivamente. No presente estudo, as atividades encontradas para
essas enzimas foram, respectivamente, 150% e 648% maiores que as determinadas
por AGUIAR (2010).

GHORI et al. (2011) determinaram a atividade maxima de endoglicanases
igual a 1,150 U.mL™ no cultivo submerso de Aspergillus niger com a palha de milho
como substrato sdlido, e adicionado de melago de cana-de-agucar. O ensaio 4
(palha de milho sem suplementagéao), teve condigdes idénticas a estas e apresentou
atividade enzimatica 63% menor. Porém, a atividade maxima (ensaio 2) obtida para
essa enzima no presente estudo, foi de 90% maior que a encontrada por GHORI et
al. (2011). Isso indica, que a suplementagdo do meio de cultivo com o farelo de trigo
foi favoravel a produgdo de endoglicanases. Nesse mesmo estudo, GHORI et al.
(2011) também estudaram o efeito da adigao de melago de cana-de-agucar ao meio,
obtendo um aumento de 88% quando comparado ao cultivo sem o melago. Isso
mostra que todos os cultivos realizados neste estudo, foram favorecidos pela adigao
desse componente ao meio.

Procurando determinar as atividades enzimaticas de celulases totais e
endoglicanases, RODRIGUEZ-ZUNIGA et al. (2011) cultivaram Aspergillus niger em
estado solido utilizando o bagago de cana-de-agucar (90%) e farelo de trigo (10%)
como substratos e obtiveram valores iguais a 0,14 U.g" para FPases e 2,2 U.g”
para CMCases. No presente estudo, no ensaio contendo a mesma composi¢cao
(condigao 1), as atividades enzimaticas encontradas foram respectivamente, 41,191
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e 5,844 vezes maiores que as determinadas por RODRIGUEZ-ZUNIGA et al. (2011).
As atividades enzimaticas maximas das celulases totais e endoglicanases,
encontradas nos cultivos submersos do A. niger no presente estudo, foram
respectivamente 157,083 e 27,679 vezes maiores que aquelas encontradas por
RODRIGUEZ-ZUNIGA et al. (2011). Uma possivel justificativa para explicar essas
atividades enzimaticas superiores, pode ter sido a adicdo de melago de cana-de-
acucar aos meios de cultivo (GHORI et al., 2011).
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6 CONCLUSAO

A producgdo de enzimas lignoceluloliticas sofre influéncia do microrganismo
que esta sendo cultivado, assim como das condi¢gdes de cultivo, por exemplo, a
composi¢do do meio, pH, temperatura e agitagdo. No presente estudo, o cultivo
utilizando o Ceriporiopsis subvermispora mostrou maior produgdao de agucares
redutores totais e maior atividade de endoglicanases, e foi o Unico que produziu
lacases. Em geral, as atividades das celulases totais foram maiores nos cultivos da
C. subvermispora, porém a atividade enzimatica maxima foi obtida para condigédo
que tinha a palha de milho como substrato suplementado com farelo de trigo do
Aspergillus niger.

O melhor substrato solido para a producdo de quaisquer dos produtos
analisados, tanto no cultivo de C. subvermispora quanto de A. niger, foi a palha de
milho quando comparado ao bagago de cana-de-agucar. A suplementagdo do meio
de cultivo com o farelo de trigo foi favoravel a produgéo de todos os produtos no
cultivo de A. niger. Porém, para o C. subvermispora apenas a produgado de Lacases
e FPases foram favorecidas por essa suplementagdo. O melago pode ter sido um
importante indutor da produgdo de CMCases, uma vez que os valores da suas
atividades encontradas no estudo foram muito superiores quando comparadas a

outras pesquisas.
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