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RESUMO

Etanol de segunda-geragdo pode ser produzido a partir de residuos agricolas. Para
disponibilizar os aglicares fermentaveis da biomassa lignoceluldsica para a fermentagao alcodlica
€ necessario o pré-tratamento seguido da hidrolise enzimatica da celulose. Os custos envolvidos
com a hidrolise enzimdtica sdo elevados e muitas vezes inviabilizam a aplicacdo em escala
industrial. O objetivo do trabalho foi avaliar se o co-cultivo de Aspergillus niger e Ceriporiopsis
subvermispora (em fermentacdo em estado solido (FES) utilizando bagaco de cana-de-agucar e
palha de milho) foi eficiente na produ¢do de enzimas lignoceluloliticas e acucares redutores. O
planejamento fatorial 2> foi usado e as variaveis analisadas foram o pré-tratamento alcalino e o pré-
tratamento microbiologico (co-cultivo), nos niveis maximos (+) e minimos (-). A metodologia
aplicada consistiu na fermentagdo em estado sélido seguida de determinagdes das atividades
enzimaticas e dos agtcares redutores. Para o bagaco de cana-de-agucar o co-cultivo ndo foi
favoravel para a producdo das enzimas FPase (celulases totais) e agiicares redutores, porém foi a
condi¢do que mais favoreceu a producdo de CMCase (endoglicanases). A melhor condicdo para a
producdo de FPase e acticares redutores foi o0 mono-cultivo de Aspergillus niger em bagago pré-
tratado. Para a palha de milho, a associacdo do pré-tratamento alcalino com o co-cultivo dos micro-
organismos favoreceu a producdo de FPase e agucares redutores. Ja a producdo de CMCase foi

maior nos ensaios nos quais a matéria-prima ndo foi tratada e ocorreu o co-cultivo.

Palavras-chave: Aspergillus niger; Ceriporiopsis subvermispora; co-cultivo; fermentagdo em

estado solido; enzimas lignoceluloliticas; pré-tratamento.



ABSTRACT

Second-generation ethanol can be produced from agricultural waste. Pretreatment followed
by enzymatic hydrolysis of cellulose is necessary for fermentable sugars from lignocellulosic
biomass to become available. The costs involved in the enzymatic hydrolysis are high and can
make the process economically unfeasible. The objective of this study was to evaluate if the co-
cultivation of Aspergillus niger and Ceriporiopsis subvermispora (in solid state fermentation (SSF)
using sugarcane bagasse and corn stover) was efficient in producing lignocellulolytic enzymes and
reducing sugars. The factorial design 2% was used and the variables analyzed were the alkaline
pretreatment and microbiological pre-treatment (co-cultivation), in their high (+) and low (-) levels.
The methodologies used were SSF and determinations of enzyme activities and reducing sugars.
For sugarcane bagasse, co-cultivation was not favorable for the production of Fpase (total celullase)
and reducing sugars, but it had favored the production of CMCase (endoglucanases). The best
condition for the production of reducing sugars and FPase was pretreatment and mono-cultivation.
For corn stover, the association of alkaline pretreatment with the co-cultivation of microorganisms
favored the production of FPase and reducing sugars. CMCase production was higher when corn

stover was not treated and in co-cultivation.

Keywords: Aspergillus niger; Ceriporiopsis subvermispora; co-cultivation; solid state

fermentation; lignocellulolytic enzymes; pretreatment.
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1. INTRODUCAO

A crise energética, causada pela geracdo de energia insustentavel, por pressdes
demogréficas e pelo aumento do mercado de consumo, ¢ considerada um grande problema da
sociedade moderna. A maior parte da energia gerada atualmente é proveniente de fontes nao
renovaveis. No mundo, 87% da energia utilizada ¢ obtida através de combustiveis fosseis, no Brasil
esse valor cai para 55%, o que pode ser justificado pelo territdrio vasto, areas agriculturaveis e alto
potencial hidraulico. Porém, o uso elevado de combustiveis fosseis vem causando graves impactos
ambientais. (FREITAS, 2011).

No Brasil, uma alternativa viavel para a substitui¢cdo dos combustiveis fosseis € o uso de
etanol de cana-de-agucar (BANSAL et al, 2016). O etanol ¢ um combustivel produzido pela
fermentacdo de matérias-primas agrarias seguida de destilacao (AGUIAR, 2004). Um limitante da
producao de etanol de primeira geracdo ¢ a competi¢do com a produgdo de alimentos (FREITAS,
2011). Portanto, uma alternativa ¢ a utilizagdo de subprodutos agricolas para produ¢do de etanol
de segunda geracao (VILELA, 2013).

O etanol de segunda geracao ¢ produzido a partir de matéria-prima lignocelulésica. Porém,
esses materiais lignoceluldsicos precisam ser hidrolisados para disponibilizar aglcares
fermentaveis para a fermentacdo alcoolica. A hidrdlise pode ocorrer por meio de pré-tratamentos
quimicos, tratamentos microbioldgicos e enzimaticos. O bagaco de cana-de-agucar (BCA) e a palha
de milho (PM) sdo materiais promissores para serem empregados na produ¢do de etanol, pois sdo
subprodutos produzidos em grandes quantidades e possuem alta concentragdo de aglcares
fermentaveis (SANTOS, 2012).

O pré-tratamento alcalino utilizando hidréxido de s6dio tém se mostrado interessante para
o preparo da matéria-prima, pois apresenta alta eficiéncia na remocdo da lignina, ocorre em
condi¢des mais brandas que os outros pré-tratamentos e ndo provoca a degradacdo de compostos
importantes (NASCIMENTO, 2011), porém existe o inconveniente do uso de produtos quimicos e
a alta geracdo de efluente.

A hidrolise enzimatica também acontece em condi¢des brandas e com alta especificidade.
Outras vantagens sdo a auséncia de reagdes e produtos secundérios, que podem diminuir a
eficiéncia da hidrdlise e inibir a fermentagdo. O consorcio de enzimas celulases € responséavel pela

hidrolise da celulose e producdo de glicose. Um grande problema em relacdo a hidrolise enzimatica
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em larga escala ¢ o custo e disponibilidade das celulases (NASCIMENTO, 2011; BANSAL et al.,
2012).

Uma alternativa para substituir o uso de enzimas purificadas ¢ o uso de micro-organismos
que produzem essas enzimas. Os micro-organismos sao os maiores produtores de celulases e de
enzimas que degradam a celulose (WILSON, 2011). O fungo Aspergillus niger ¢ conhecido por
ser um bom produtor de exo e edoglucanases e estd entre as espécies de fungos produtores de
celulases mais estudadas (BANSAL et al., 2012; RABELO, 2010; RODRIGUEZ-ZUNIGA,2011).
Ja o fungo Ceriporiopsis subvermispora ¢ conhecido como sendo um fungo degradador de lignina
(GUERRA, 2002).

O co-cultivo destes dois micro-organismos para produ¢do de enzimas capazes de degradar
e hidrolisar, respectivamente, a lignina e a celulose dos residuos agricolas lignoceluldsicos,
dispensando assim o uso de tratamentos quimicos, foi o objeto de estudo deste trabalho de

conclusio de curso.



2. OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a produg¢do de enzimas lignoceluloliticas e aglcares fermentdveis através de
fermentacdo em estado solido utilizando bagaco de cana-de agucar e palha de milho e o co-cultivo

dos fungos Aspergillus niger e Ceriporiopsis subvermispora.

2.2 Objetivos Especificos

e (Comparar as matérias-primas para a fermentagdo em estado solido (bagaco de cana-de-
acucar e palha de milho) quanto a eficiéncia na produg¢@o das enzimas lignoceluloliticas

e liberacdo de agucares redutores.

e Verificar se o co-cultivo dos micro-organismos Aspergillus niger e Ceriporiopsis
subvermispora tavoreceu a produgdo de enzimas lignoceluloliticas, tais como celulases

e lignina-peroxidase.

e Verificar se o tratamento quimico utilizando hidroxido de soédio em condicdes

ambientes foi determinante na produgdo enzimatica.

e (Comparar a eficiéncia do pré-tratamento quimico com hidroxido de sédio com o

tratamento microbiologico utilizando o fungo Ceriporiopsis subvermispora.

e Verificar a importancia do tratamento quimico e do tratamento microbioldgico para a

producao de enzimas celuloliticas pelo fungo Aspergillus niger.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Matérias-primas lignocelulosicas

Todos os anos sdo gerados milhares de toneladas de residuos lignoceluldsicos, sendo a
lignocelulose a fonte de energia natural e renovavel mais abundante e disponivel em todo o planeta
(FONSECA, 2009; LAL et al., 2011). Devido a abundéncia e a composicao, esse tipo de material
tém se mostrado favoravel quando usado como fonte de energia para producdo de etanol e para
outros bioprocessos (KUHAD et al., 2013; GOTTSCHALK et al., 2010).

Os materiais lignoceluldsicos sdo compostos basicamente por celulose, hemicelulose e
lignina em diferentes proporc¢des, dependendo da caracteristica do material (SRIARIYANUN et
al.,2016). Esses materiais podem conter também constituintes extrativos, tais como graxas, gomas,
amidos e ndo-extrativos, como carbonatos, silica e oxalatos (FONSECA, 2009). A Figura 1 mostra
os componentes basicos da biomassa lignoceluldsica e a composicdo média de cada um dos

componentes (LAL et al., 2011).
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Figura 1. Estrutura dos diferentes componentes da biomassa lignocelulodsica (adaptado de LAL et al., 2011).

A celulose, o constituinte mais abundante na biomassa lignoceluldsica, ¢ um
homopolissacarideo linear formado por liga¢des glicosidicas f(1-2>4) entre unidades de D-glicose
(FONSECA, 2009). O grau de polimerizacdo médio ¢ de 9000-10000, podendo chegar a 15000 e
a massa molar aproximada ¢ de 10 a 15 kDa (KUHAD et al., 2013; LAL et al., 2011). A celulose
¢ formada por porc¢des cristalinas, formadas por ligacdes glicosidicas intramoleculares, e pelas
por¢des amorfas, formadas pelas ligagdes intermoleculares, tais como ligagdes de hidrogénio e van
der Walls (SANTOS, 2012). A Figura 2 mostra uma representacao da estrutura da celulose, e das

ligacdes intra e intermoleculares que dao origem as porg¢des cristalinas e amorfas.
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Figura 2. A estrutura da celulose e as ligagdes intra e intermoleculares entre as unidades de glicose. As
linhas tracejadas representam as ligagdes de hidrogénio intermoleculares (adaptado de FESTUCCI-
BUSELLI et al., 2007).

A hemicelulose ¢ um polissacarideo formado por unidades de pentoses, hexoses, acidos
hexourdnicos e desoxiexoses (SANTOS, 2012). O grau de polimerizagdo médio ¢ de 100-200. A
hemicelulose é geralmente formada por um esqueleto de unidades conectadas por ligagdes B(1>4)
e por ramificagdes PB(122), B(1=3) e PB(1=>6) (LAL et al., 2011). A Figura 3 mostra os

componentes da hemicelulose.
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Figura 3. Componentes da Hemicelulose (SILVA, 2010).

A lignina ¢ formada por uma estrutura heterogénea e ¢ responsavel pela baixa reatividade

dos materiais lignocelulosicos (FONSECA, 2009). Os polimeros de lignina sdo ramificados, ndo

cristalinos, sdo formados por unidades fenilpropanoides e a composi¢do quimica varia de acordo

com a fonte de origem (VILELA, 2013). A Figura 4 mostra os precursores
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Figura 4. Precursores primarios da lignina (SILVA, 2010).

primarios da lignina.

A Tabela 1 mostra a composicdo média de hexoses, pentoses e lignina de diferentes

residuos lignocelulosicos.



Tabela 1. Composi¢do quimica dos residuos lignocelulosicos.

Residuo Hexoses (%) Pentoses (%) Lignina (%)
Bagaco de cana-de-agucar 33 30 29
Palha de milho 38 26 19
Palha de trigo 30 24 18
Talos de soja 34 25 20

Fonte: LAL et al., 2011.

O rendimento tedrico da produgdo de etanol de segunda geracdo depende da biomassa
utilizada como matéria-prima (BROWN; BROWN, 2012). A Tabela 2 apresenta o rendimento
teorico de etanol para diferentes materiais lignoceluldsicos considerando a conversao das hexoses

e das pentoses.

Tabela 2. Rendimento tedrico de etanol celuldsico a partir de diferentes matérias-primas (litros de etanol
por tonelada de matéria-prima seca).

Matéria-prima Rendimento de etanol celuldsico (L/ton)
Bagaco de cana-de-agucar 420,18
Desbastes florestais 310,40
Palha de milho 427,75
Serragem de madeira 382,33

Fonte: adaptado de BROWN; BROWN, 2012.

3.1.1 Bagaco de cana-de-agucar

A cana-de actcar ¢ uma herbacea vivaz que pertence ao género Saccharum L. De acordo
com Unido da Indistria de Cana-de-agticar (UNICA) a safra 2014/2015 da regido Centro-Sul do
Brasil processou 571,34 milhdes de toneladas de cana-de-agticar. Foram produzidos 31,99 milhdes
de toneladas de agtcar e 26,15 bilhdes de litros de etanol. O bagaco de cana-de-agucar ¢ um dos
mais abundantes subprodutos da industria sucroalcooleira brasileira. Para cada tonelada de cana-
de-actcar processada sdo produzidos de 250 a 300 kg de bagaco (DUSSAN et al., 2014;
BORTOLAZZO, 2011). Ou seja, na safra de 2014/2015 foram gerados aproximadamente 142,84
milhdes de toneladas de bagaco de cana-de-agucar.

Parte do bagaco ¢ convertido em energia térmica pelas caldeiras nas proprias industrias,
porém ainda existe uma grande por¢do inutilizada (BORTOLAZZO, 2011). O uso deste bagaco
hidrolisado para fermentagdo pode aumentar consideravelmente a producdo de bioetanol e diminuir

impactos ambientais (REZENDE et al, 2011). Além disso, de acordo com a UNICA, o etanol
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celuldsico tem grande potencial de crescimento, pois depende apenas do reaproveitamento dos
abundantes residuos produzidos pela industria sucroalcooleira, ndo sendo necessarias expansao da
area plantada e concorréncia com produgdo de alimentos.

Em 2014, o Brasil inaugurou sua primeira usina de etanol de segunda geracdo que utiliza
palha e bagaco de cana-de-agucar como matéria-prima. A usina, localizada em Sao Miguel dos
Campos, Alagoas, pertence a empresa Granbio (GranBio Investimentos S.A., Maceid, AL., Brasil)
que faz parcerias com outras usinas para comprar os residuos que servem como matéria-prima e ja
recebeu certificado internacional por geragdo de etanol limpo e com baixa emissao de carbono. O
custo mais elevado do processo esta relacionado com as enzimas, por isso existem muitas pesquisas
voltadas para esta area (UNICA; VIEIRA, 2014).

Segundo PEREIRA et al. (2011), a composi¢cdo quimica massica das fibras do bagago de
cana-de-acucar ¢ de aproximadamente 28,7% de hemicelulose, 45,4% de celulose, 23,4% de
lignina e 2,7% de cinzas. GOMEZ (1985) determinou teores de 22,4% de hemicelulose, 34,4% de
celulose e 20,3% de lignina. JA AGUIAR e MENEZES (2010), determinaram 37% de celulose e
24,6% de lignina para o bagago de cana-de-agucar sem tratamento e 60,5% de celulose e 10,7% de

lignina para o bagaco tratado com hidréxido de sodio (4% m/v).

3.1.2 Palha de milho

Nos EUA a biomassa lignoceluldsica mais disponivel para aproveitamento ¢ a palha de
milho, de acordo com os departamentos de energia e agricultura dos EUA (2005). De acordo com
0o MAPA (Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento), o Brasil é o terceiro maior
produtor mundial de milho, com produgao de 53,2 milhdes de toneladas na safra 2009/2010.

De acordo com DE ANDRADE et al. (1996), 70,60% do milho em peso seco ¢ composto
pelos graos, 14,64% pelo sabugo e 14,75% pela palha. Entdo, na safra de 2009/2010, foram
produzidos aproximadamente 7,85 milhdes de toneladas de palha de milho.

A palha de milho geralmente ¢ descartada, queimada nas éareas rurais ou utilizada como
cobertura do solo apos colheita mecénica. Esta ultima pratica vém causando problemas como por
exemplo a proliferagdo de pragas (AGUIAR, 2010). Devido a elevada produgdo, esta biomassa
lignoceluldsica € vista como potencial matéria-prima para a producao de combustiveis de segunda

geragdo (BARTEN, 2013).



De acordo com a Embrapa (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria), a grande
questdo para a produc¢do industrial de etanol celuldsico, seja de bagago de cana-de-acucar, de palha
de milho ou de outra biomassa, estd na produgdo das enzimas celulases. Muitas pesquisas vém
sendo desenvolvidas visando o aumento da eficiéncia na produ¢do em escala industrial e at¢ mesmo
o reaproveitamento das enzimas nos processos (através da imobilizagdo das enzimas).

De acordo com SALAZAR et al. (2005), a composi¢ao quimica da palha de milho em base
seca ¢ de aproximadamente 41,18% de celulose, 16,31% de polioses — hemiceluloses (por
diferenca) e 14,4% de lignina. PAES et al. (2008) determinaram a composicdo em base seca de
aproximadamente 40,92-50,08% de celulose, 49,57-58,71% de hemicelulose e 0,38-0,45% de
lignina.

3.2 Pré-tratamento

Para que a matéria-prima lignoceluldsica possa ser usada em processos fermentativos ¢
necessario a hidroélise desta, a fim de produzir agiicares simples fermentdveis. Para remover a
porg¢do recalcitrante da biomassa, formada pela lignina, e tornar o material mais acessivel para as
enzimas hidroliticas, faz-se necessario o pré-tratamento do material (SRIARIYANUN et al., 2016).
Os objetivos do pré-tratamento sdo aumentar a porosidade do material, aumentar a superficie de
contato e reduzir a cristalinidade da celulose (SANTOS, 2012). A Figura 5 mostra o efeito do pré-

tratamento nos materiais lignoceluldsicos.
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Figura 5. Efeitos do pré-tratamento nos materiais lignocelulosicos (adaptado de SANTOS, 2012).

O tipo de pré-tratamento deve ser escolhido de maneira a aumentar o rendimento de
agucares fermentaveis na etapa seguinte e reduzir ou impedir a formag¢do de subprodutos capazes
de inibir a hidrélise enzimatica e a fermentacdo (figura 6) (GOTTSCHALK et al., 2010). Deve-se
considerar se o pré-tratamento ird ocasionar degradacdo da celulose e da hemicelulose, se ira
minimizar o gasto com equipamentos, com produtos quimicos, com tratamento de residuos e o
gasto energético (TAHERZADEH et al., 2008). Para redu¢do dos custos, o pré-tratamento deve
preferencialmente ocorrer em condi¢des brandas, porém estas condi¢cdes podem resultar em baixos
rendimentos, fazendo-se necessario o uso de diferentes complexos enzimdticos para atingir
elevados rendimentos (ALVIRA et al., 2010).

A Figura 6 mostra alguns exemplos de produtos secundarios produzidos durante alguns

tipos de pré-tratamento que podem inibir a fermentacao.
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Figura 6. Produtos secundarios do pré-tratamento que podem inibir a fermentacdo, mesmo presentes em
baixas concentra¢des (HMF — hidroximetilfurfural) (adaptado de DIEN; BOTHAST, 2009).

O pré-tratamento da matéria-prima pode ser fisico, fisico-quimico, quimico e bioldgico

(TAHERZADEH et al., 2008).

3.2.1 Pré-tratamento fisico

Tratamentos fisicos podem ser usados para aumentar a superficie acessivel e o tamanho dos
poros no material lignoceluldsico e diminuir a cristalinidade e o grau de polimerizagdo. Processos
de moagem, irradiacdo e que envolvem altas temperaturas podem ser aplicados (TAHERZADEH
et al.,2008; HARMSEN et al., 2010; MTUI, 2009).

A moagem ¢ usada para reduzir a cristalinidade e o tamanho do material por isso melhora
0 acesso das enzimas, aumentando o rendimento da hidrolise enzimatica. O problema da moagem
¢ que ndo ocorre remo¢do da lignina, portanto o processo ndo atinge eficiéncia maxima. Uma
alternativa para aumentar o rendimento ¢ combinar o tratamento fisico com outro pré-tratamento

(TAHERZADEH et al., 2008).
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3.2.2 Pré-tratamento fisico-quimico

Os pré-tratamentos fisico-quimicos sdo os que misturam processos fisicos € quimicos.
Esses processos geralmente utilizam condi¢des extremas de temperatura e pressdo € por isso
envolvem altos custos. Os pré-tratamentos fisico-quimicos mais comuns sdo: explosao a vapor com
ou sem adi¢do de SO»; explosao de fibra de amdnia (AFEX); explosdo com CO»; tratamento com
agua quente e tratamento com micro-ondas associado a um composto quimico (TAHERZADEH

et al.,2008; HARMSEN et al., 2010).

3.2.3 Pré-tratamento quimico

O pré-tratamento quimico envolve a adi¢do de algum composto quimico para desfazer a
estrutura lignoceluldsica. Esse tipo de pré-tratamento inclui os tratamentos alcalinos, 4cidos (fracos
e fortes), peroxidos alcalinos, com solvente organico, por oxidagdo em via imida e por ozondlise
(TAHERZADEH et al., 2008; HARMSEN et al., 2010; BADIEI ef al., 2014).

O pré-tratamento alcalino utilizando hidroxido de sodio ¢ amplamente utilizado pois €
eficiente na remog¢ao da lignina e em parte da hemicelulose e ¢ bastante efetivo no aumento da
acessibilidade das enzimas a celulose, especialmente em residuos agricolas (TAHERZADEH et
al., 2008; BADIEI et al., 2014). Para esse tipo de processo, hidroxido de sédio ¢ adicionado ao
material e a reacdo acontece em temperatura ambiente por um periodo longo de tempo
(TAHERZADEH et al., 2008; HARMSEN et al., 2010; BADIEI et al., 2014). A vantagem do pré-
tratamento alcalino ¢ que quando comparado aos demais, apresenta menor degradacdo da
hemicelulose e da celulose e maior degradagao da lignina (CARVALHEIRO et al., 2008; KUMAR
et al.,2009).

3.2.4 Pré-tratamento biolégico

Os pré-tratamentos bioldgicos utilizam micro-organismos que degradam a lignina, a
hemicelulose e a celulose em pequenas porgdes, ja que esta € menos acessivel devido a estrutura
dos materiais lignocelulosicos. Diversas espécies de fungos sao utilizadas para este proposito, entre

eles estdo os fungos das podriddes branca e parda. Os fungos da podriddo branca sdo os mais
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efetivos para o pré-tratamento da lignocelulose. As espécies geralmente empregadas sao
Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolor, Ceriporiopsis subvermispora e Pleurotus
ostreatus (TAHERZADEH ef al., 2008).

As vantagens do tratamento bioldgico sdo o baixo custo energético, condi¢cdes brandas do
processo e o fato de ndo ser necessario o uso de nenhum produto quimico. Porém, o rendimento

deste tipo de tratamento ndo ¢ elevado (TAHERZADEH et al., 2008).

3.2.4.1 Pré-tratamento bioldgico com Ceriporiopsis subvermispora

Ceriporiopsis subvermispora, o fungo da podriddo branca, ¢ um micro-organismo
conhecido por produzir e secretar enzimas envolvidas na degradacdo da lignina, por isso podem
ser aplicados na deslignificacdo de materiais lignoceluldsicos (madeiras e residuos agricolas).
Apesar de sua importancia industrial, o sistema extracelular que este micro-organismo utiliza para
degradar madeira ainda ndo ¢ totalmente conhecido. Sabe-se que dentre as enzimas que o fungo
produz estdo a lignina-peroxidase, manganés-peroxidase, lacases, xilanases, endoglicanases, B-
glicosidade e enzimas hibridas conhecidas como peroxidases versateis. Além dessas enzimas, o
fungo da podridao branca também secreta diferentes tipos de oxidases que produzem H>O, para a
acao das peroxidases e das lacases (FERNANDEZ-FUEYO et al. 2012; MENDES, 2008; CRUZ,

2005). A Figura 7 mostra o fungo da producao branca crescendo em material lignocelulosico.

Figura 7. Fungo da podriddo branca (Ceriporiopsis subvermispora) em material lignocelulésico (LA
SOCIEDAD DE CIENCIAS ARANZADI).
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Este fungo ¢ conhecido pela importancia na aplica¢do industrial em meios liquidos ou em
fermentacdo em estado so6lido (MENDES, 2008). FARIA (2010) observou alta produg¢ao de lacase
por Ceriporiopsis subvermispora em cultivos submersos e imobilizado em meio de composi¢do
complexa e alta producdo de manganés-peroxidase em cultivo imobilizado em meio definido.
MENDES (2008) observou produgdo das enzimas xilanase, endoglicanase, lacase e manganés-

peroxidase pelo fungo cultivado em fermentacao em estado s6lido em madeira.

e Lignina-peroxidase

A lignina-peroxidase (LiP, EC 1.11.1.14) pertence a classe II das peroxidases secretadas
por fungos e catalisa a oxidacao das unidades fendlicas e ndo fenodlicas da lignina (KUNAMNENI
et al., 2007; JANUSZ et al., 2013) e utiliza H2O2 como aceptor final de elétrons (BACH ef al.,
2013). A lignina-peroxidase assim como a manganés-peroxidase, possui ferro protoporfirinico
como grupo prostético e por isso tem capacidade de oxidar componentes da lignina na presenga

H>02 (MENDES, 2008). A Figura 8 (A) mostra o ciclo catalitico da lignina-peroxidase.

e Manganés-peroxidase

Manganés-peroxidases (MnP, EC 1.11.1.13) sdo enzimas secretadas por fungos da
podriddo branca e estdo associadas a despolimerizagdo da lignina (UREK; PAZARLIOGLU,
2007). Essas enzimas catalisam a oxidacdo dos ions Mn?" a ions Mn?", através de um sitio de
ligagdo muito especifico. Os ions Mn*" sdo mediadores de baixa massa molar e atacam as estruturas
fenodlicas da lignina. Outra forma de atuacdo da manganés-peroxidase € pela mediacdo por acido
graxos insaturados que formam radicais reativos que podem degradar por¢des ndo-fenolicas da
lignina (JARVINEN et al., 2012; FARIA, 2010). A manganés-peroxidase assim como a lignina-
peroxidase também utiliza H>O» como aceptor final de elétrons e possui pH 6timo em torno de 4,5
(BACH et al., 2013).

A manganés-peroxidase pode ser aplicada na polpacdo biomecanica, no clareamento da
polpa, na biorremediagdo e para produgdo de produtos quimicos de alto valor agregado a partir de
residuos de lignina. Porém, as aplica¢des sdo limitadas devido a baixa produtividade pelos micro-
organismos (JARVINEN et al., 2012).
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A Figura 8 mostra os ciclos cataliticos simplificados da lignina-peroxidase (A) e da
manganés-peroxidase (B). Nos esquemas, S representa estruturas aromaticas nao-fenolicas e PhOH

as estruturas fenodlicas.
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Figura 8. Ciclos cataliticos da lignina-peroxidase (A) e da manganés-peroxidase (B). Co representa
as enzimas nativas; Ci representa o oxocomplexo intermediario deficiente de 2 elétrons formado
pela oxidacao por H20O2; Cii representa o composto intermediario formado pela oxidagdo de Ci.
(MENDES, 2008).

e Lacase

Fenol oxidase sdo enzimas que oxidam compostos fenolicos utilizando oxigénio como
aceptor final de elétrons. Essas enzimas incluem as lacases dos fungos e as lacases procaridticas
(BACH et al., 2013). As lacases (benzenodiol; oxidorredutase de oxigénio, EC 1.10.3.2) sdo
polifenois oxidases capazes de degradar a lignina e diferentes substratos organicos e inorganicos
através da degradacdo de subunidades fenolicas e ndo-fenolicas (CHMELOVA; ONDREJOVIC,
2012; KUNAMNENI et al., 2007; THURSTON, 1994). A catalise ocorre por abstragdo de um
elétron (PACHECO; SOARES, 2014).

As lacases de fungos sdo formadas por glicoproteinas monoméricas, diméricas e
tetraméricas e a massa molar média ¢ de 50 a 100 kDa. Essas enzimas podem se apresentar de
maneira heterogénea pois a glicosilagdo e a composicao das glicoproteinas podem variar com a
composi¢ao do meio de crescimento dos micro-organismos produtores. Uma cadeia de carboidrato
ligada covalentemente a estrutura da proteina pode contribuir para a estabilidade da enzima

(KUNAMNENI et al., 2007).
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As lacases sao empregadas nas industrias de alimentos, de papel e polpas, na industria de
cosméticos, na farmacéutica, para biorremedia¢do do solo, biodegradacdo de compostos fenolicos
poluentes do meio ambiente e remocdo de disruptores enddcrinos (SHEKHER et al., 2011,
KUNAMNENI et al., 2008).

A Figura 9 apresenta o ciclo catalitico da lacase, na qual PhOH ¢ representagao de uma

estrutura fenolica.

o, Lacase (Cu®) PhO-

H,O Lacase red. (Cul") PhOH

Figura 9. Ciclo catalitico da lacase (MENDES, 2008).

3.3 Hidrdlise da celulose

Ap0s o pré-tratamento, a celulose esta disponivel para a hidrélise. A hidrélise da celulose
pode acontecer por métodos quimicos e enzimaticos. Os métodos quimicos geralmente envolvem
altas concentragdes dos reagentes, condi¢des extremas de temperatura e pH, formac¢ao de inibidores
da fermentacao, formag¢ao de compostos poluentes e alto investimento em equipamentos resistentes
a corrosao (SINGH et al., 2009; LIU et al., 2011).

A hidrolise enzimatica ¢ realizada pelo consorcio de enzimas denominado celulases. As
celulases sdo formadas pelas enzimas endoglicanases, exoglicanases (celobiohidrolases e

glucanohidrolases) e B-glicosidases (LIU et al., 2011; AGUIAR, 2010).
e Endoglicanases (CMCases)
Endoglicanases ou Carboximetilcelulases (EC 3.2.1.4), sdo as enzimas responsaveis pelo

inicio da hidrélise e clivam randomicamente ligagdes f (1-4) no meio das cadeias de celulose,

gerando novos terminais, um redutor e outro ndo redutor. Existem diferentes endoglicanases que
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sdo produzidas por bactérias, fungos, animais e plantas (AGUIAR, 2010; ZHANG; ZHANG,
2013).

e Exoglicanases

As enzimas classificadas como exoglicanases (EC 3.2.1.91) podem ser celobiohidrolases e
glucanohidrolases. As glucanohidrolases sdo capazes de liberar glicose e as celobiohidrolases
liberam dimeros de glicose (celobiose). As enzimas exoglicanases atuam nos terminais redutores
(Celobiohidrolase I) e ndo redutores (Celobiohidrolase II) da celulose conforme mostrado na Figura
9 (AGUIAR, 2010; ZHANG; ZHANG, 2013; CASTRO et al., 2010).

e [p-glicosidases

As enzimas [B-glicosidases (EC 3.2.1.21) s@o as que hidrolisam a celobiose e outros
oligossacarideos a mondmeros de glicose. Essas enzimas sdo produzidas por diferentes organismos
sendo que a maior parte dos fungos aerdbios produzem B-glicosidases extracelulares, e as bactérias

anaerobias produzem enzimas intracelulares (AGUIAR, 2010; ZHANG; ZHANG, 2013).

A Figura 10 ilustra o modo de acdo das enzimas celuloliticas.

a/C) Celobiohidrolase 1 ,QA Celobiohidrolase Il O R-glicosidase ~T Endoglucanase

() Glicose sem poder redutor @ Glicose com poder redutor

Figura 10. Modo de agdo das enzimas do complexo celulolitico (CASTRO et al., 2010).
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Embora a hidrolise enzimatica seja conduzida em condi¢cdes brandas de pH (~4,8) e
temperatura (45-50°C), sendo o custo das enzimas baixo quando comparado a hidrolises 4cidas e
alcalinas, o custo das enzimas ainda ¢ um fator que restringe o uso em aplicagdes em larga escala
(SINGH et al., 2009; GOTTSCHALK et al., 2010). Para tornar os processos fermentativos com
biomassa lignocelulosica viaveis em escala industrial, o pré-tratamento e a hidrélise devem ser
otimizados para minimizar os custos, recursos € o consumo energético (SRIARIYANUN et al.,
2016). Para minimizar estes custos muitas pesquisas tém sido realizadas buscando micro-

organismos capazes de produzir e secretar essas enzimas (LIU et al., 2011).

3.4 Fermentacio em estado sélido (FES) e a producio de celulases

Muitas espécies de fungos e bactérias sdo conhecidas por produzirem celulases
extracelulares. Diversas espécies de fungos filamentosos do género Aspergillus e Trichoderma sao
empregadas na produ¢do comercial destas enzimas devido a capacidade de crescerem em meios
solidos e produzirem diferentes tipos destas enzimas (SINGH et al., 2009).

As celulases podem ser produzidas por fermentagdo em estado solido (FES) e por
fermentacdo submersa (FS). Na fermentacdo em estado s6lido o teor de dgua livre ¢ minimizado
ou quase inexistente. O baixo teor de d4gua na fermentag¢do pode apresentar diversas vantagens, tais
como a baixa dilui¢do das enzimas produzidas e em alguns casos ndo ¢ necessaria esterilizag@o
prévia (CASTRO et al., 2010).

Neste tipo de fermentacdo apenas micro-organismos capazes de crescer em ambientes com
baixo teor de umidade podem ser utilizados, tais como os fungos. Os residuos ricos em nutrientes,
principalmente os agroindustriais, podem ser facilmente utilizados e servem como nutrientes e
suporte de crescimento por longos periodos de fermentagdo (SUBRAMANIYAM; VIMALA,
2012; SINDHU et al., 2015).

Na fermentacdo em estado soélido em escala laboratorial os cultivos podem ser
desenvolvidos em vidrarias, como placas de Petri e erlenmeyers e em biorreatores, tais quais os
biorreatores de coluna. Na escala industrial biorreatores mais elaborados sdo usados, com controle
de temperatura, agitacdo e aeracdo. Alguns exemplos sdo reatores de leito empacotado e leito

fluidizado, reatores de tambores rotativos e biorreatores de bandejas (BHARGAV, 2008).
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Usualmente, residuos agricolas sdo usados como fonte de carbono para este tipo de
fermentacdo, que tém como objetivo disponibilizar os aclcares fermentaveis através da acdo de
complexos de enzimas lignoceluloliticas. Esses complexos sdo eficientes e economicamente
viaveis e podem ser produzidos por fungos da espécie Aspergillus niger NEE’'NIGAM; PANDEY,
2009).

3.4.1 Aspergillus niger

Os fungos do género Aspergillus produzem enzimas termoestaveis (SINGH et al., 2009) e
diversas enzimas de importancia industrial, como por exemplo celulases, proteases e lipases
(FALONY et al.,2006; CHUTMANORP et al., 2008). Os micro-organismos da espécie Aspergillus
niger sao considerados os principais fungos produtores de enzimas (SUBRAMANIYAM,
VIMALA, 2012). A Figura 11 mostra a morfologia microscopica deste fungo.

. g& ’\ ¢ . .
Jv‘ ﬁ@i 5 s | -

Figura 11. Morfologia microscopica do fungo Aspergillus niger (MBBS MEDICINE - HUMANITY
FIRST).

Quando esse micro-organismo (Aspergillus niger) cresce em biomassa lignoceluldsica

bruta em fermentagdo em estado s6lido sdo produzidas endoglicanases e -glicosidases (LIU et al.,
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2011). Uma das alternativas para aumentar a producdo de celulases ¢ o uso de substratos
alternativos. RODRIGUEZ (2011) obteve os melhores resultados utilizando bagaco de cana-de-
agucar (in natura e pré-tratado) como substrato, extrato de soja como fonte de carbono e extrato de
levedura como fonte de nitrogénio. ROCHA (2010) analisou as varidveis temperatura e tempo de
cultivo para otimizacao da produgdo de enzimas por Aspergillus niger em FES utilizando residuos
da agricultura e para a produ¢ao de celulases os maiores valores foram obtidos a 45°C no 12° dia
de fermentacdo.

RODRIGUEZ-ZUNIGA et al. (2011) observaram produgio de endoglicanases e celulases
por Aspergillus niger cultivados por fermenta¢do em estado s6lido com diferentes substratos. A
maior atividade enzimatica foi observada em 72 horas de fermentacdo, com umidade entre 70 e
80% e com maior quantidade de farelos em relacdo a bagacos. JA BANSAL et al. (2012) obtiveram
os melhores resultados para producdo de celulases em 96 horas de fermentagdo, 28-30° C e 60%
de umidade. SHARMA et al. (2012) demonstraram que a producdo de enzimas celuloliticas por
Aspergillus niger em FES em diferentes biomassas pode ser melhorada através do pré-tratamento
com NaOH 1% em temperatura ambiente e da suplementa¢do de nutrientes com BSM (basal salt

medium) modificado.

3.4.2 Co-cultivo (cultivo misto)

O co-cultivo consiste no cultivo simultdneo de dois micro-organismos que tenham
semelhantes necessidades nutricionais e condi¢cdes de cultivo. A vantagem econdmica do co-
cultivo estd na reducdo do custo geral de produgao (MARQUES, 2013). O co-cultivo de fungos em
FES, por exemplo, pode ser usado para aumentar a capacidade de producdo de diferentes enzimas
em escala industrial (HU et al., 2011; MARQUES, 2013).

KAUSHAL et al. (2012) co-cultivaram Aspergillus niger € Fusarium oxysporum para
producdo de celulases e xilanases extracelulares em FES utilizando madeira (Celtris australis), e
obtiveram aumento considerado na producao, quando comparado com o mono-cultivo. GUPTE e
MADAMWAR (1997) co-cultivaram Aspergillus ellipticus e Aspergillus fumigatus por FES em
residuos lignocelulodsicos, visando producdo de celulase e B-glicosidase. HU et al. (2011)
obtiveram aumento na producdo de enzimas extracelulares por co-cultivo de Aspergillus niger e

Aspergillus oryzae. DEI et al. (2008) co-cultivaram Aspergillus niger e Ceriporiopsis
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subvermispora em castanha de carité para avaliar o efeito da fermentacdo no valor nutricional da
castanha. VERMA ¢ MADAMWAR (2002) co-cultivaram os fungos Pleurotus ostreatus e

Phanerochaete chrysosporium em FES para produgdo de enzimas lignoliticas.
3.5 Planejamento Fatorial

O planejamento fatorial € utilizado para fornecer relagdes entre as varidveis de um sistema,
analisar os efeitos causados pelos diferentes niveis das varidveis e os efeitos causados pela
interagdo dos diferentes niveis das varidveis (CUNICO et al., 2008). Para execu¢do de um
planejamento fatorial é preciso especificar os niveis do fator de estudo. Um planejamento fatorial
completo inclui todas as combinacdes dos niveis do fator e a partir das respostas registradas ¢
possivel avaliar o efeito destas combinagdes. Os fatores sdo as varidveis controladas do sistema e
o um planejamento fatorial 22 é aquele que apresenta duas varidveis controladas (NETO et al.,
2010).

Para o planejamento fatorial 2%, o nivel superior da varidvel ¢ identificado pelo sinal (+) e
o nivel inferior pelo sinal (-) (NETO et al., 2010). O efeito principal de uma variavel ¢ dado pela
diferenca média da resposta para uma variagcdo do nivel (CUNICO et al., 2008). A equagdo 1 ¢é

usada para o célculo do efeito principal.

2(8y+ — Sy
Efeito principal = 2y 5 2y7) (Eq.1)

Onde, y: média dos efeitos individuais da medida;

b: numero de experimentos do planejamento (CUNICO et al., 2008).

Entdo, para o planejamento fatorial 22, a equagdo 1 pode ser escrita da seguinte forma.

Cy*=%y7)

Efeito principal = >

(Eq.2)

O efeito de interacdo entre as variaveis ¢ calculado como sendo a metade da diferenga entre

os efeitos principais de uma variavel nos niveis da outra varidvel (CUNICO et al., 2008). Para
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melhor interpretacdo dos efeitos calculados ¢ comum o uso de representacdes geométricas das

respostas em func¢do das variaveis (CUNICO et al., 2008; NETO et al., 2010).
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4. MATERIAIS E METODOS

Para a produg¢do de agucares redutores, utilizando material lignocelulosico, foram
realizados dois planejamentos experimentais 22, um para o bagaco de cana-de-agucar e outro para
a palha de milho. Os ensaios foram realizados em duplicatas. As variaveis analisadas foram o
tratamento quimico e o tratamento bioldgico recebido pelas duas diferentes matérias-primas, como

mostra a Tabela 3.

Tabela 3. Planejamento fatorial 22 para a producdo de enzimas celuloliticas e agticares redutores. Varidvel
1 ¢ o tratamento microbioldgico e a variavel 2 ¢ o tratamento quimico.

Ensaio Variavel 1 Nivel Variavel 2 Nivel

1 A. niger e + Tratamento n

C. subvermispora quimico bésico
. Tratamento

2 A. niger - o L . +
quimico basico
3 A. niger e + Sem tratamento
C. subvermispora quimico bésico
. Sem tratamento

4 A. niger - o L. -
quimico basico

4.1 Pré-tratamentos das matérias-primas

4.1.1 Reducao de tamanho e analise granulométrica (Pré-tratamento fisico)

O bagaco de cana-de-agucar e a palha de milho foram triturados com o auxilio de um
liquidificador, em seguida foram levados para anélise em peneira granulométrica. De acordo com
a analise granulométrica, preparou-se uma mistura de cada material com diferentes tamanhos e esta
mistura foi usada para a fermentacao em estado sélido.

A propor¢ao da mistura para a palha de milho foi, 42% (m/m) com tamanho médio de 1,4
mm, 33% (m/m) com tamanho médio 3,35 mm e 25% (m/m) com tamanho médio 500 um. Para o
bagaco de cana-de-actcar a propor¢do da mistura foi, 34% (m/m) com 150 pm, 33% (m/m) com

tamanho inferior a 100 um e 33% (m/m) com tamanho médio de 300 pm.
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4.1.2 Pré-tratamento alcalino

O tratamento quimico basico foi realizado adicionando-se 30 mL de solucdo de hidroxido
de sédio 1% (m/v) a 3 g do material triturado (palha de milho ou bagago de cana-de-agucar). A
mistura foi mantida em repouso a temperatura ambiente durante duas horas. Apds este tempo,
lavou-se repetidamente até a retirada completa do hidroxido de sédio. Verificou-se a retirada

completa do hidroxido de sddio com auxilio do pHmetro, até que o pH neutro fosse alcangado.

4.1.3 Secagem

Apos a lavagem do material pré-tratado, este foi levado para estufa de secagem a 80°C, até
obter massa constante. O material que nao foi submetido ao tratamento basico também foi levado

para secagem em estufa, com o objetivo de remover todo seu conteido de umidade.

4.2 Preparo dos indculos

4.2.1 Ceriporiopsis subvermispora (Pré-tratamento biologico)

O fungo basidiomiceto Ceriporiopsis subvermispora, cepa L1487-SS3, foi gentilmente
cedido pelo Prof. André Aguiar Mendes (Universidade Federal de Itajuba). O micro-organismo foi
plaqueado em meio contendo 2% (m/v) de extrato de malte, 0,2% (m/v) de extrato de levedura e
2% (m/v) de 4gar. As placas foram incubadas a 28 & 2°C durante 7 dias. Para a produ¢ao de esporos
de C. subvermispora, 4 circulos de 1,6 cm de didmetro de meio de cultivo com o micro-organismo
foram adicionadas a um erlenmeyer de 1 L de volume contendo 100 mL do meio. O meio foi
preparado com 2 % (m/v) de extrato de malte, 0,2 % (m/v) de extrato de levedura e 0,96 g.L™! de
glicose. O meio foi autoclavado a 121°C por 30 minutos. Os erlenmeyers foram mantidos estaticos
em estufa bacteriologica a 28°C durante 12 dias. Este método foi adaptado de MENDES (2008).

A suspensao de C. subvermispora foi obtida a partir da camada s6lida de micro-organismos,
aplicando-se uma adaptacdo da metodologia descrita em MENDES (2008). As células foram

recuperadas utilizando um funil de Buchner e lavadas com dgua destilada estéril. Em seguida as
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células foram trituradas com agua destilada em liquidificador, ambos estéreis, por 3 vezes durante
20 segundos cada.

A determinag@o da massa seca de hifas e esporos foi obtida filtrando-se 10 mL da suspensao
em filtro de papel qualitativo (unifil) previamente pesado e seco em estufa a 105°C. O papel de
filtro contendo as células foi seco a 105°C até obtencdo de massa constante. A massa de células
obtida foi de 75,9 mg, a partir deste valor t€ém-se que a concentracdo na suspensdo foi de 7,59

mg/mL.

4.2.2 Aspergillus niger

Aspergillus niger (ATCC® 9642™ — Lote T19/3/E), gentilmente cedido pelo professor Enio
Nazaré¢ de Oliveira Junior (Universidade Federal de Sao Jodo Del Rei), foi plaqueado em Meio
Riviere’s Medium adaptado, com composi¢do de NaNOs (1 g.L!), Na,HPO4 (0,62 g.L!), KH2PO4
(0,9 g.L'"), MgSO4. 7 H,O (0,5 g.L'h), KCI (0,5 g.L"), extrato de levedura (0,5 g.L'!), celulose
microcristalina (10 g.L'"), 4gar (20 g.L') (SHARMA et al., 2012). As placas foram mantidas
estaticas em estufa bacteriologica a 28 + 2°C durante 7 dias.

Para o preparo da suspensao de 4. niger, adicionou-se 10 mL de agua destilada estéril em
cada placa contendo o micro-organismo crescido. As placas foram agitadas e as células retiradas
com o auxilio de uma alca de platina. A determinag¢do da massa seca de hifas e esporos foi obtida
a partir da mesma metodologia utilizada para C. subvermispora (ver 4.2.1). A massa de esporos

obtida foi de 16,5 mg e portanto a concentracdo da suspensdo foi de 1,65 mg/mL.

4.3 Fermentacio

Os erlenmeyers de 250 mL contendo 1,65 g (base seca) de BCA ou PM, tratados ou nao
tratados quimicamente, foram autoclavados a 121°C durante 30 minutos.

O meio BSM (basal salt medium) adaptado, foi preparado com a seguinte composi¢do: 6
g.L'! de Na;HPOs, 3 g. L' de KH,PO4, 0,5 g.L! de NaCl, 2% (m/v) de ureia, 1% (m/v) de extrato
de levedura, 0,1% (m/v) de peptona, 0,1% (m/v) de NaNOs, 0,2 mL.L"! de CoCl, (1 M), 2 mL.L™!
de MgSO4. 7 H20 (1 M) € 0,1 mL.L! de CaCla. 2 H20 (1 M). Para o preparo do meio as solugdes

de MgS0O4 e CaCl, foram autoclavadas separadamente e apos autoclavadas foram adicionadas aos
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outros constituintes do meio BSM (SHARMA et al., 2012). Aos erlenmeyers contendo BCA e PM
foram adicionados 3 mL de meio BSM (basal salt medium) adaptado.

Todas as amostras foram inoculadas com 1 mL da suspensdo de 4. niger. Os ensaios com
nivel de tratamento biologico (+) (ensaios 1 e 3, tabela 3) também foram inoculados com 1 mL da
suspensao de C. subvermispora. Entdo, a fermentagao teve inicio quando 1,65 mg de A. niger foi
adicionado em todos os erlenmeyers e 7,59 mg de C. subvermispora foi adicionado aos cultivos
dos ensaios 1 e 3. Todos os procedimentos foram realizados no interior de uma camara asséptica
de fluxo laminar. Os erlenmeyers contendo os cultivos foram mantidos estaticos em estufa

bacterioldgica a 28°C durante 15 dias.

4.4 Extracao do caldo enzimatico

Apbés o término do cultivo, para a extracdo das enzimas, utilizou-se uma adaptagdo do
método descrito em MENDES (2008). Adicionou-se aos cultivos contendo palha de milho 10 mL
de tampdo acetato de sédio 50 mM (pH 5,5) acrescido de 0,01% (v/v) de Tween 20. As amostras
contendo bagaco de cana-de-agucar tratado quimicamente, foram adicionados 20 mL de tampao, e
as amostras com bagag¢o de cana-de-agucar sem tratamento quimico 30 mL do tampdo. Os
erlenmeyers foram mantidos sob agitagdo (120 rpm) durante 5 horas a temperatura ambiente.

Os caldos enzimaticos foram recuperados por filtragdo em papel filtro qualitativo 80g

(unifil), e usados para as determinagdes das atividades enzimaticas.

4.5 Determinacio das atividades enzimaticas

O reagente DNS usado nas determinagdes enzimaticas foi preparado de acordo com a
metodologia seguida em MENDES (2008). Dissolveu-se 1,06 g de acido 3,5-dinitro-salicilico

(DNS) e/ 1,00 g de NaOH em 1040 mL de dgua destilada. Dissolveu-se também nesta solu¢do 18,2
g de tartarato de s6dio e potassio, 0,2 mL de fenol levemente aquecido e 0,05 g de NaHSO:s.
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4.5.1 Celulases totais (Fpase)

A determinacdo das celulases totais foi realizada como uma adapta¢do dos métodos
descritos em VILELA (2013), CARVALHO (2008), MARTINS (2005), WOOD e BHA (1988) e
VALADARES (2013), que utilizam a hidrélise de papel filtro n°l. Em tubos de ensaio
homogeneizou-se um tira de papel filtro quantitativo n°l (Fusion - ~ 50 mg - 1x6 cm?) com 500
pL do extrato enzimatico e 500 pL de tampao citrato pH 4,8. Essa mistura foi mantida a 50°C
durante 1 hora. Em seguida, os tubos contendo as misturas foram resfriados em agua fria.
Adicionou-se 250 uL de DNS a 250 pL de cada amostra e essas foram mantidas a 100 + 2°C por 7
minutos. A cada tubo, adicionou-se 2 mL de dgua destilada e entdo a absorbancia foi medida a 540
nm. O branco foi preparado substituindo o caldo enzimatico por tampao.

Para o célculo da atividade enzimatica baseou-se em GHOSE (1987), no qual a atividade
enzimética (U) é dada por U = umol mL™! min™!, ou seja, uma unidade de atividade enzimatica ¢ a
quantidade necessaria para liberar 1 pmol de acglcar redutor por mL de extrato enzimatico por
minuto de rea¢do. A equacdo 3 pode ser utilizada para o calcular da atividade enzimatica
(AGUIAR, 2010).

U ARt r
mL = Y018 vox Ty,

Eq.3

Onde, ART: agtcares redutores totais produzidos na reagdo de hidrolise (mg/mL);

V1: volume total na hidroélise (volume de tampdo + volume de extrato enzimatico) (mL);
0,18: massa de 1 umol de glicose (mg);

Vc: volume de extrato enzimatico na hidrolise (mL);

Tn: Tempo da reacao de hidrolise (min).

A partir da equagdo 3 para o célculo da atividade enzimatica de FPase (UFP), tém-se a

equacdo 4.
UFP m 1 (mL
—— = ART (%)« G (mb) = ARTx 0,185  Eq.4
mlL ML’ 0,18 (-25) x 0,5 (mL) x 60 (min)
umol
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4.5.2 Endoglicanases (CMCase)

Para quantificar a atividade da carboximetilcelulase (CMCase) utilizou-se o método
adaptado de Reese e Mandel descrito em SHARMA et al. (2012). Para tal, 200 pL do sobrenadante
obtido da fermentacdo foi adicionado a 4,8 mL de tampao citrato (0,055 M, pH 5) adicionado de
1,1% (m/v) CMC e a mistura foi incubada a 50°C durante 1 hora. Em seguida, 250 pL desta mistura
foi adicionado de 250 pL da solucao de acido 3,5-dinitro-salicilico (DNS). A mistura foi levada
para aquecimento a 100 = 2°C durante 7 minutos e em seguida adicionou-se 2 mL de dgua destilada
a cada amostra. Fez-se a leitura espectrofotométrica da absorbancia a 540 nm. Para o branco,
utilizou-se tampao citrato (0,055 M, pH 5) no lugar do extrato enzimatico.

Para o célculo da atividade enzimadtica utilizou-se a equagdo 5, baseada em AGUIAR

(2010), na qual UCMC ¢ a unidade de atividade enzimatica de CMCase.

5 (mL)
) x 0,2 (mL) x 60 (min)

Mg = ART x 2,315 Eq.5

wmol

0,18 (

4.5.3 Manganés-peroxidase

Na determinagdo da atividade da manganés-peroxidase utilizou-se a oxida¢ao por vermelho
de fenol. Para tal, 500 uL do extrato enzimatico foi adicionado de 1,5 mL de tampao succinato de
sodio 50 mM (pH 4,5), 1,5 mL de lactato de s6dio 50 mM, 500 pL de MnSO4 1 mM, 500 uL de
vermelho de fenol 0,1% (m/v), 250 pL de albumina 1% (m/v), 250 pL de H>O; 2 mM. Em
intervalos de 2 minutos, | mL desta mistura foi acrescida de 30 uLL de NaOH 6,5 M ¢ a absorbancia
foi medida a 610 nm. O branco foi feito substituindo-se o extrato enzimatico por dgua destilada

(MENDES, 2008).
4.5.4 Lacase

A oxidagdo de ABTS (acido 2,2-azinobis-(3-ctilbenzitiazolina-6)-sulfonico) descrita em
MENDES (2008) foi usada para a determinagdo da Lacase. Entdo, 300 pL de tampao citrato-fosfato

de so6dio 50 mM (pH 5,0), 100 pL de dgua destilada e 100 pL de ABTS 1 mM foram adicionados
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a 500 pL do extrato enziméatico. Acompanhou-se a cinética enzimatica a 420 nm em intervalos de
10 segundos durante 5 minutos. Para o branco, substituiu-se o extrato enzimatico por agua

destilada.

4.5.5 Lignina-peroxidase

Utilizou-se o corante azul de metileno para a determinacdo da atividade da lignina-
peroxidase, de acordo com uma adaptagdo do método descrito em MENDES (2008). Para essa
determinacdo adicionou-se 625 pL. de tampao succinato de sédio 50 mM (pH 4,5), 125 pL de
corante azul de metileno 300 mM, 250 puL de H202 2mM e 250 puL de extrato enzimatico.
Monitorou-se a degradacdo do corante a 651 nm durante 10 minutos. O branco foi preparado

substituindo-se o extrato enzimatico por agua destilada.

4.5.6 Fenol-oxidase total

Para a dosagem de fenol-oxidase total uma adaptacdo das metodologias descritas em
GALLO et al. (2004), CHANTON (2014) e FLOCH et al. (2007) foi utilizada. Nesta determinagao
adicionou-se a 500 pL do extrato enzimatico, 300 pL de tampao citrato 0,055 M (pH 5,0), 50 uL
de sulfato de manganés 10 mM, 100 pL de ABTS 1 mM e 50 pL de H2O2 2 mM. As amostras
foram homogeneizadas e a absorbancia medida a 420 nm durante 5 minutos a intervalos de 10

segundos. No branco substituiu-se o extrato enzimdtico por agua.

4.6 Curva Padrao de concentracio de glicose

Para a constru¢do da curva de glicose baseou-se na metodologia descrita em VILELA
(2013). A curva padrao de concentracao de glicose foi preparada a partir de uma solucdo estoque
de glicose 1 mg/mL. Amostras com concentragdes entre 0,1 e 0,8 mg/mL foram preparadas e a 250
pL do padrio foi adicionado 250 pL do reagente DNS. Essa mistura foi mantida a 100 + 2°C
durante 7 minutos. Em seguida as amostras foram resfriadas e adicionadas de 2,0 mL de agua
destilada. A densidade oOptica foi medida a 540 nm. Os valores de absorbancia medidos e as

concentracdes das solu¢des foram usados para a construcdo da curva padrio.
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4.7 Determinacio dos ac¢tcares redutores

Para a quantificagdo dos agucares redutores presentes no caldo enzimdtico, 250 pL de
amostra foi adicionado de 250 pL do reagente DNS. A mistura reacional foi mantida em banho-
maria a 100 &+ 2°C durante 7 minutos e em seguida resfriada em banho de dgua fria. Adicionou-se
2 mL de dgua destilada e mediu-se a densidade Optica a 540 nm. Ao branco substituiu-se o extrato
enzimatico por 250 pL de tampao citrato pH 4,8. Este método foi baseado na metodologia

estabelecida pela Embrapa Agroindustria Tropical em VASCONCELOS ef al. (2013).

4.8 Quantificacdo das atividades enzimaticas das celulases e dos acuicares redutores

totais

Para a quantifica¢do das celulases e dos agucares redutores totais utilizou-se a equacdo da
curva padrio (secdo 4.6) e os devidos fatores de diluicdo. As atividades enzimaticas foram obtidas
em Ul/mL a partir das equagdes 4 € 5. A partir dos valores de atividade enzimatica por mL de
extrato € possivel calcular a atividade enzimatica total por grama de biomassa (BCA e PM), através

da equacdo 6:

Z_mL ® Eq.6

Onde, Ul/mL: valor das atividades enzimaticas (tabelas 4 e 8);
VE: Volume de extrato enzimdtico recuperado na extragao;

M: Massa da biomassa utilizada na FES.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir das determinagdes das atividades enzimaticas descritas na se¢do 4.5, as celulases
foram as principais enzimas presentes em todos os cultivos (tabelas 5 e 9). Nao foi possivel
detectar, em nenhuma condi¢do dos planejamentos fatoriais, a presenca das enzimas relacionadas
a atividade lignolitica produzidas por C. subvermispora (manganés-peroxidase, lignina-peroxidase,
fenol-oxidases e lacase). Porém, era esperada a produgdo destas enzimas devido a relatos da
literatura de diferentes autores que determinaram estas enzimas em cultivo deste micro-organismo.

A Tabela 4 mostra alguns destes autores e as condi¢des de cultivo aplicadas em cada estudo.

Tabela 4. Enzimas lignoceluloliticas determinadas por diferentes autores em cultivos de C. subvermispora
em diferentes condigdes.

Temperatura ~ Tempo . .
Autores Substrato ©C) Suplementacio de cultivo Enzimas determinadas
5 Glicose +
BABIC et Madcira 30 tartarato de ~2e3 Lacase e manganés-
al. (2012) amonio + semanas peroxidase
polisorbato 80
TANAK o Lacas:e, manganés-
. Meio agar basal | =3al0 peroxidase, lignina-
etal. Madeira 28 5 .
+ glicose semanas peroxidase e
(2009) .
endoglicanases
MENDES . ~4 . Endoghcanases,ﬂ
Madeira 2742 - xilanases, manganés-
(2008) semanas .
peroxidase e lacase

Conforme mostrado na Tabela 4, BABIC e al. (2012) observaram a produgio de lacases e
manganés-peroxidase por C. subvermispora em cultivos em meios submersos utilizando suporte
para imobilizacdo (madeira). TANAKA et al. (2009) analisaram a produ¢do de enzimas e a
degradacdo de madeira por C. subvermispora. Neste estudo, detectaram o pico de atividade
enzimatica de endoglicanases e lignina-peroxidase depois de 3 semanas de cultivo. Lacase foi
detectada no inicio do cultivo e os picos de manganés-peroxidase em 6 e 10 semanas. Portanto, o
tempo de cultivo pode ter sido um fator limitante na produgdo destas enzimas, ja que no presente
estudo foi de apenas 15 dias.

A auséncia de lignina-peroxidase em cultivo de C. subvermispora foi observada por

MENDES (2008) em estudo da biodegradagdo de madeira. MENDES (2008) detectou a presenca
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de endoglicanases, xilanase, manganés-peroxidase e lacase em baixas concentra¢des. Como as duas
ultimas ndo foram detectadas no presente estudo, pode-se inferir que ndo ocorreu producdo de
enzimas lignoliticas por parte deste micro-organismo.

O fungo C. subvermispora pode ter produzido endoglicanases e xilanases, ja que foi
observada atividade de CMCase (endoglicanases) e acucares redutores. As xilanases catalisam a
hidrolise das ligagdes entre as unidades monoméricas de xilose — presentes na hemicelulose
(MENDES, 2008), liberando monomeros de xilose detectdveis pela determinagdo de acucares
redutores (sec¢do 4.7).

Através de observagdo visual foi possivel perceber que o crescimento do fungo C.
subvermispora nao foi relevante quando comparado com o do A. niger. Entdo, pode ter ocorrido
uma inibi¢do do crescimento do C. subvermispora pelo fungo 4. niger. Este fato pode explicar a
auséncia das enzimas peroxidases e lacase, pois como ndo ocorreu crescimento consideravel do
micro-organismo, ndo houve produ¢do mensuravel destas enzimas pelo mesmo.

Portanto, as condi¢des do co-cultivo ndo foram favoraveis para o desenvolvimento e
producdo de enzimas lignoliticas pelo fungo C. subvermispora. Uma das causas pode ter sido o
tempo de fermentagdo, que foi inferior ao descrito em TANAKA et al. (2009) para a deteccao dos
picos de atividade enzimatica. O uso de residuos agricolas como substrato da fermentacao também
pode ter desfavorecido a produgdo destas enzimas, ja que na literatura C. subvermispora ¢ mais
empregado na biodegradacdo de madeiras. A umidade relativa do meio também pode ter sido um
fator limitante, pois em FES teores altos e baixos de umidade podem interferir na produtividade

(BANSAL et al., 2012).

5.1 Bagaco de cana-de-agticar

Os valores de atividade enzimatica (UI/mL) e concentracdo de acucares redutores médios

determinados no planejamento fatorial para o bagaco de cana-de-acglcar estdo apresentados na

Tabela 5.
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Tabela 5. Resultados do planejamento Fatorial 22 para estudo dos efeitos do pré-tratamento quimico e
microbiolégico na produgdo de enzimas celuloliticas e agicares redutores utilizando bagago de cana-de-
acticar como fonte de carbono para o cultivo em estado solido.

Experimento Variaveis Respostas
Tratamento Tratamento | Trat. M. FPase CMCase Acucares
Microbiologico quimico X Trat. (UFP/mL) (UCMC/mL) redutores
Q. totais

(mg/mL)
1 - + - 0,14440,006 | 0,412+0,051 | 1,134+0,107
2 + + + 0,119+0,002 | 0,304+0,096 | 1,037+0,004
3 - - + 0,068+0,016 | 0,517+0,089 | 0,359+0,009
4 + - - 0,060+0,004 | 0,718+0,130 | 0,536+0,015

No tratamento microbioldégico (—) significa que apenas o micro-organismo Aspergillus niger foi utilizado e
(+) que se utilizou a associagdo dos micro-organismos Aspergillus niger ¢ Ceriporiopsis subvermispora.
Para o tratamento quimico (+) significa tratado e (—) significa ndo tratado.

As atividades enzimaticas (Ul/mL) apresentadas na Tabela 5 foram utilizadas para calcular
os valores de atividade enzimatica total por grama de biomassa (utilizando a equagao 6). Os valores
calculados foram apresentados nas Tabelas 6 e 7.

5.1.1 Producio de FPase

A Tabela 6 apresenta os valores de atividade enzimatica para FPase (UFP/g).

Tabela 6. Resultados do planejamento Fatorial 22 para estudo dos efeitos do pré-tratamento quimico e
microbiolégico na produgdo da FPase utilizando bagago de cana-de-ag¢ucar como fonte de carbono para o
cultivo em estado solido.

Experimento Varidveis Resposta
Tratamento Tratamento Trat. M. FPase/g
Microbiologico quimico X Trat. Q. (UFP/g)
1 - + - 0,873+ 0,037
2 + + + 0,770+0,015
3 - - + 0,449+0,107
4 + - - 0,385+0,024

Efeitos principais: Tratamento microbiolégico: [(-0,873+0,770-0,449+0,385) /2] =-0,084

Tratamento Quimico: [(+0,873+0,770-0,449-0,385) /2] = 0,405

Efeitos de segunda ordem: Trat. Micr. X Trat. Quim.: [(-0,873+0,770+0,449-0,385) /2] = -0,020

A resposta FPase/g foi representada num sistema cartesiano, com um eixo para cada

variavel (Figura 12).
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Figura 12. Representagdo geométrica dos efeitos no planejamento fatorial 22 para produgio de FPase
utilizando bagago de cana-de-agtcar [resposta: UFP/g].

A partir das informagdes contidas na Tabela 6 e na Figura 12 ¢ possivel observar que nos
ensaios em que ocotreu o tratamento quimico (1 e 2), o tratamento microbioldgico fez com que a
producdo de enzimas Fpase diminuisse em 0,103 UFP/g (+0,873-0,770). Nos ensaios nos quais o
tratamento quimico ndo foi aplicado (3 e 4), o tratamento microbiologico fez com que a produgao
de enzimas Fpase diminuisse em 0,064 UFP/g (+0,985-1,796). O efeito global apresentado pela
variavel tratamento microbioldgico pdde ser obtido pela média dos efeitos citados [(-0,103-0,064)
/2] =-0,084.

Observa-se que para os ensaios em que o tratamento microbiolédgico foi aplicado (2 e 4), o
tratamento quimico proporcionou aumento na producao de FPase de 0,385 UFP/g (+0,770-0,385).
Ja nos ensaios nos quais ndo ocorreu o tratamento microbioldgico (1 e 3), o tratamento quimico
proporcionou aumento na producdo de FPase de 0,424 UFP/g (-0,449+0,873). Para a variavel
tratamento quimico o efeito global calculado foi de 0,405 [(+0,385+0,424) /2].

O efeito de segunda ordem para a associagdo entre as varidveis tratamento quimico e
tratamento microbioldgico (-0,020) mostra que a associagdo do micro-organismo com o0

tratamento quimico ndo foi favoravel para a producdo de FPase. Analisando os efeitos globais
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para as duas varidveis nota-se que as duas varidveis influenciaram na produg¢ao de enzimas FPase,

porém o efeito da varidvel tratamento quimico foi maior e positivo. Para a producdo de FPase o

ensaio que apresentou melhores resultados foi o ensaio 1, no qual apenas ocorreu tratamento

quimico.

5.1.2 Producao de CMCase (endoglicanases)

A Tabela 7 e a Figura 13 apresentam os resultados para atividade enzimatica de CMCase

(UCMC/g).

Tabela 7. Resultados do planejamento Fatorial 22 para estudo dos efeitos do pré-tratamento quimico e

microbiolégico na produgdo de CMCase utilizando bagago de cana-de-agucar como fonte de carbono para
o cultivo em estado solido.

Experimento Variaveis Resposta
Tratamento Tratamento Trat. M. CMCase/g
Microbiolbgico quimico X Trat. Q. (UCMC/g)

1 - + - 2,49740,309

2 + + + 1,956+0,617

3 - - + 3,387+0,583

4 + - - 4,567+0,825

Efeitos principais: Tratamento microbioldgico: [(-2,497+1,956-3,387+4,567) /2] = 0,320

Tratamento Quimico: [(+2,497+1,956-3,387-4,567) /2] = -1,751

Efeitos de segunda ordem: Trat. Micr. X Trat. Quim.: [(-2,497+1,956+3,387-4,567) /2] = -0,861
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Figura 13. Representagio geométrica dos efeitos no planejamento fatorial 2 para producio de CMCase
utilizando bagago de cana-de-agtcar [resposta: UCMC/g].

Para a andlise da producdo de CMCase, observa-se que para os ensaios 1 € 2, nos quais o
tratamento quimico foi realizado, o tratamento microbioldgico proporcionou uma queda de 0,541
UCMC/g (-2,497+1,956). Nos ensaios 3 e 4 ndo ocorreu tratamento quimico, o tratamento
microbioldgico ocasionou um aumento de 1,180 UCMC/g (-3,387+4,567). Sendo assim o efeito
global da varidvel tratamento microbioldgico na producdo de CMCase foi de 0,320 [(-0,541+1,180)
/2].

Nos ensaios 2 e 4, nos quais ocorreu tratamento microbioldgico, o tratamento quimico fez
com que ocorresse uma diminui¢do de 2,611 UCMC/mL (-4,567+1,956). Nos ensaios 1 e 3, o
tratamento quimico causou uma diminui¢do de 0,890 UCMC/mL (+2,497-3,387). O efeito global
do tratamento quimico foi de -1,751 [(-2,611-0,890) /2].

Analisando o efeito de segunda ordem para a associagdo dos dois tratamentos (-0,861),
conclui-se que a associa¢do ndo foi favoravel para a produ¢cdo de CMCase. Pela andlise dos efeitos
globais das duas variaveis, t€ém-se que o tratamento microbioldgico apresentou efeito positivo na
producdo destas enzimas, e que o tratamento quimico apresentou efeito negativo. A melhor
condi¢do para a producdo de CMCase foi a do ensaio 4, na qual apenas o tratamento microbioldgico

foi aplicado.
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5.1.3 Producao de acucares redutores totais

A Tabela 8 e a Figura 14 apresentam as respostas e os efeitos do pré-tratamento quimico e

microbioldgico na producgdo de acticares redutores totais.

Tabela 8. Resultados do planejamento Fatorial 22 para estudo dos efeitos do pré-tratamento quimico e
microbiolégico na producdo de acucares redutores utilizando bagaco de cana-de-agticar como fonte de
carbono para o cultivo em estado sélido.

Experimento Variaveis Resposta
Tratamento Tratamento Trat. M. Acgucares redutores
Microbiologico quimico X Trat. Q. totais (mg/mL)
1 - + - 1,13440,107
2 + + + 1,03740,004
3 - - + 0,359+0,009
4 + - - 0,536+0,015

Efeitos principais: Tratamento microbioldgico: [(-1,134+1,037-0,359 +0,536) /2] = 0,040
Tratamento Quimico: [(+1,134+1,037-0,359-0,536) /2] = 0,638
Efeitos de segunda ordem: Trat. Micr. X Trat. Quim.: [(-1,134+1,037+0,359-0,536) /2] =-0,137

Tratamento g ’:'I-
Microbiclogico I
I
|
+0.501 I
-+ 0536 » 1,037 I
-~ M I
I
|
0177 0,097 :
I
I
I
& 0,359 o 1134 I
0,775 :
I
I
____________________ ).l

- + Tratamento

Quimico

Figura 14. Representagio geométrica dos efeitos no planejamento fatorial 22 para produgio de agucares
redutores totais utilizando bagago de cana-de-agucar [resposta: mg/mL].

Nos ensaios em que ocorreu tratamento quimico (1 e 2), o tratamento microbioldgico

ocasionou uma diminui¢do de 0,097 mg/mL na concentracdo total de agucares redutores (+1,037-
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1,134). Nos ensaios 3 e 4, nos quais ndo ocorreu o tratamento quimico, o tratamento microbiologico
ocasionou um aumento de 0,177 mg/mL (-0,359+0,536).

Nos ensaios em que ndo ocorreu tratamento microbioldgico (1 e 3), o tratamento quimico
proporcionou um aumento de 0,775 mg/mL (-0,359+1,134). Nos ensaios 2 € 4 em ocorreu o
tratamento microbioldgico, o tratamento quimico aumentou em 0,501 mg/mL a produgdo de
agucares redutores totais (-0,536+1,037).

Analisando os efeitos das varidveis na produ¢do de agucares redutores totais observa-se um
efeito global da varidvel tratamento microbioldgico igual a 0,040 [(-0,097+0,177) /2] e um efeito
global da variavel tratamento quimico de 0,638 [(+0,775+0,501) /2]. Sendo assim as duas variaveis
tiveram efeito positivo na produgdo de agucares, porém o tratamento quimico apresentou maior
efeito.

O efeito de segunda ordem mostra que a associagdo entre os dois tratamentos também nao
foi favoravel para a produgdo de agtcares redutores totais, sendo a melhor condi¢do a do ensaio 1.

Entdo, de modo geral, o ensaio 1 foi o que apresentou os melhores resultados para a
fermentacdo em estado solido utilizando bagaco de cana-de-agucar como matéria-prima. Ou seja,
a associagdo dos micro-organismos nao foi favoravel para a produ¢do de enzimas (FPase) e
agucares redutores, tendo a variavel tratamento quimico se mostrado mais eficiente neste caso. Este
fato mostra que apenas o fungo A. niger foi determinante na producao de FPase e agticares redutores
e que o pré-tratamento alcalino foi eficiente na disponibilizagdo de celulose.

Porém para a produgcdo de CMCase o co-cultivo sem o tratamento quimico foi a melhor
condi¢do, provavelmente devido ao fato de que os dois micro-organismos utilizados sdo
conhecidos por produzirem CMCase em FES. Portanto, neste caso, o co-cultivo se mostrou
eficiente na reducdo dos custos de producao, ja que o uso do pré-tratamento foi dispensado.

Comparando os valores determinados com os valores da literatura observa-se que as
condi¢cdes empregadas ndo foram vantajosas para a produgdo das enzimas celuloliticas, pois as
atividades enzimaticas obtidas foram inferiores as descritas para mono-cultivo de 4. niger, como

pode ser observado na Tabela 9.
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Tabela 9. Comparac¢do das atividades enzimaticas determinadas em diferentes estudos.

Micro- Atividade de Atividade de
Autores Substrato . . .
organismo endoglicanases celulases totais
RODRIGUEZ- Bagaco de cana-
ZUNIGA et al. de-agucar + Aspergillus niger 21 Ul g! 04Ul g!
(2011) [13] farelo de trigo
BANSAL et al. Bagaco de cana- . .
A Ig! 1 Ig!
(2012) [14] de-acticar spergillus niger 5Ulg SUlg
MENDES (2008) Madeira Ceriporiopsis 0,046 UL ¢! 0,0124 Ul g
[12] subvermispora
Bagaco de cana-
Neste trabalho de-agticar Aspergillus niger 2,497 Ul g! 0,873 Ul g
(tratado)
Aspergillus niger
B -
Neste trabalho | DRgas0 decana- =5 o oriopsis | 4,567 Ul g 0,385 Ul g
de-agucar .
subvermispora

RODRIGUEZ-ZUNIGA et al. (2011) determinaram atividade méxima de celulases totais
igual a 0,4 Ul g'! e de endoglicanases igual a 21 Ul g'! para cultivo em estado sélido de 4. niger
em bagaco de cana-de-agucar adicionado de farelo de trigo ap6s 72 horas. A atividade méxima de
celulases totais obtidas no presente trabalho foi 218% maior que a determinada em RODRIGUEZ-
ZUNIGA et al. (2011), porém, no presente trabalho o tempo de fermentagao foi muito superior (15
dias). A atividade maxima de endoglicanases obtida por RODRIGUEZ-ZUNIGA et al. (2011) foi
460% maior, este valor pode ser explicado pela suplementacdo com farelo de trigo.

BANSAL et al. (2012) determinaram atividade de celulases totais igual a 1,5 Ul g!' e
endoglucanases igual a 5,0 UI g”! para fermentacdo em estado solido utilizando bagaco de cana-
de-agucar sem tratamento. Estes valores foram respectivamente 172 e 110% maiores que os valores
maximos determinados no presente trabalho.

MENDES (2008) determinou atividade de endoglucanases igual 0,046 Ul g'! e de celulases
totais igual a 0,0124 Ul g em duas semanas de cultivo de C. subvermispora em madeira. As
atividades determinadas por MENDES (2008) foram respectivamente 100 e 70 vezes menores que
as atividades maximas determinadas neste trabalho, porém, MENDES (2008) considerou a

producdo destas enzimas apenas pelo micro-organismo C. subvermispora.
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5.2 Palha de Milho

Para o planejamento fatorial da palha de milho, os valores de atividade enzimatica (Ul/mL)

e concentragdo de acgtcares redutores médios estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10. Resultados do planejamento Fatorial 22 para estudo dos efeitos do pré-tratamento quimico e
microbiolégico na producdo de enzimas celuloliticas e agucares redutores utilizando palha de milho como
fonte de carbono para o cultivo em estado solido.

Experimento Variaveis Respostas
Tratamento Tratamento | Trat. M. FPase CMCase Actcares
Microbiologico quimico X Trat. (UFP/mL) (UCMC/mL) redutores
Q. totais

(mg/mL)
1 - + - 0,151+£0,017 | 1,533+0,051 | 0,880+0,043
2 + + + 0,191+0,020 | 1,380+0,005 | 1,127+0,146
3 - - + 0,158+0,006 | 1,764+0,095 | 0,801+0,074
4 + - - 0,171+£0,002 | 1,528+0,188 | 0,669+0,003

No tratamento microbioldgico (—) significa que apenas o micro-organismo Aspergillus niger foi utilizado e
(+) que se utilizou a associagdo dos micro-organismos Aspergillus niger ¢ Ceriporiopsis subvermispora.
Para o tratamento quimico (+) significa tratado e (—) significa ndo tratado.

Os valores de atividade enzimatica (Ul/g) para os ensaios da palha de milho foram obtidos
a partir das atividades enzimaticas (UI/mL) apresentadas na Tabela 10 e da Equagdo 6, e
apresentados nas Tabelas 11 e 12 e nas Figuras 15 e 16. A Tabela 11 e a Figura 17 apresentam os

valores para agucares redutores totais.

5.2.1 Producao de FPase

A Tabela 11 e a Figura 15 apresentam as respostas e os efeitos do pré-tratamento quimico e

microbioldgico na producdo de FPase utilizando a palha de milho.
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Tabela 11. Resultados do planejamento Fatorial 22 para estudo dos efeitos do pré-tratamento quimico e
microbiolégico na producdo da FPase utilizando palha de milho como fonte de carbono para o cultivo em

estado soélido.

Experimento Variaveis Resposta
Tratamento Tratamento Trat. M. FPase/g
Microbiologico quimico X Trat. Q. (UFP/g)
1 - + - 0,735£0,081
2 + + + 1,043£0,111
3 - - + 0,668+0,024
4 + - - 0,880+0,011

Efeitos principais: Tratamento microbioldgico: [(-0,735+1,043-0,668+0,880) /2] = 0,260
Tratamento Quimico: [(+0,735+1,043-0,668-0,880) /2] = 0,115
Efeitos de segunda ordem: Trat. Micr. X Trat. Quim.: [(-0,735+1,043+0,668-0,880) /2] = 0,048
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Figura 15. Representagio geométrica dos efeitos no planejamento fatorial 22 para produgdo de FPase
utilizando palha de milho [resposta: UFP/g].

Analisando a Tabela 11 e a Figura 15, € possivel observar que nos ensaios em que ocorreu
o tratamento quimico (1 e 2), o tratamento microbioldgico provocou um aumento na producao de
Fpase de 0,308 UFP/g (-0,735+1,043). Para os ensaios 3 e 4, nos quais o tratamento quimico ndo
foi aplicado, o tratamento microbioldgico fez com que a producdo de enzimas Fpase aumentasse
em 0,212 UFP/g (+0,880-0,668). O efeito global apresentado pela varidvel tratamento
microbiologico foi igual a 0,260 = [(+0,308+0,212) /2].
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Nos ensaios 2 e 4, nos quais o tratamento microbioldgico foi aplicado, o tratamento quimico
ocasionou aumento na producdo de FPase de 0,163 UFP/g (+1,043-0,880). Para os ensaios 1 e 3,
nos quais ndo ocorreu o tratamento microbioldgico, o tratamento quimico proporcionou aumento
na produgao de FPase de 0,067 UFP/g (+0,735-0,668). Entdo, o efeito global calculado para a
variavel tratamento quimico foi de 0,115 [(+0,163+0,067) /2].

De acordo com o efeito de segunda ordem para a associacao entre as varidveis (0,048), a
associagdo dos micro-organismos com o tratamento quimico foi favoravel para a produgdo de
FPase. As duas variaveis influenciaram positivamente na producao de FPase, porém a influéncia
do tratamento biologico foi maior. Portanto, a melhor condicdo para producdo de FPase foi o

ensaio 2, no qual ocorreu associag@o entre os microrganismos e o tratamento quimico.

5.2.2 Producio de CMCase (endoglicanases)

A Tabela 12 e a Figura 16 apresentam as respostas e os efeitos do pré-tratamento quimico

e microbiologico na produg¢do de CMCase/g utilizando a palha de milho.

Tabela 12. Resultados do planejamento Fatorial 22 para estudo dos efeitos do pré-tratamento quimico e
microbiolégico na producdo de CMCase utilizando palha de milho como fonte de carbono para o cultivo
em estado solido.

Experimento Variaveis Resposta
Tratamento Tratamento Trat. M. CMCase/g
Microbiologico quimico X Trat. Q. (UCMC/g)

1 - + - 7,430+0,247

2 + + + 7,526+0,025

3 - - + 7,484+0,403

4 + - - 7,87120,966

Efeitos principais: Tratamento microbiolégico: [(-7,430+7,526-7,484+7,871) /2] = +0,242
Tratamento Quimico: [(+7,430+7,526-7,484-7,871) /2] =-0,200
Efeitos de segunda ordem: Trat. Micr. X Trat. Quim.: [(-7,430+7,526+7,484-7,871) /2] =-0,146

43



Teatamento &

Micrabiclegion i

I

I

0,345 I

+ 7.871 M 7525 i

E 3 E '

I

|

+0,387 +0,096 :

[

I

[

- 7,484 » 7.430 I

0,054 '

I

I

I

-------------------- »
= + Tratamento

Cruimico

Figura 16. Representagdo geométrica dos efeitos no planejamento fatorial 22 para produgido de CMCase
utilizando palha de milho [resposta: UCMC/g].

Analisando a produ¢do de CMCase através da Tabela 12 e da representacdo geométrica da
Figura 16, observa-se que para os ensaios nos quais o tratamento quimico foi realizado (1 e 2), o
tratamento microbioldgico fez com que a produ¢do de CMCase aumentasse em 0,096 UCMC/g
(+7,526-7,430). Nos ensaios 3 e 4, nos quais ndo ocorreu tratamento quimico, o tratamento
microbiologico ocasionou um aumento de 0,387 UCMC/g (+7,871-7,484). Entao, o efeito global
da variavel tratamento microbiologico na produ¢do de CMCase foi de 0,242 [(+0,096+0,387) /2].

Nos ensaios nos quais ocorreu tratamento microbiologico, 2 e 4, o tratamento quimico
proporcionou uma diminui¢do de 0,345 UCMC/g (-7,871+7,526). Nos ensaios 1 e 3, o tratamento
quimico causou uma diminui¢ao de 0,054 UCMC/g (-7,484+7,430). O efeito global do tratamento
quimico foi de -0,200 [(-0,345-0,054) /2].

O efeito de segunda ordem para a associacdo dos micro-organismos ¢ do tratamento
quimico (-0,146) indica que a associa¢do nao foi favoravel para a produg¢do de CMCase. Através
dos efeitos globais, conclui-se que o tratamento microbioldgico foi mais favoravel e portanto a
melhor condi¢do para a producdo de CMCase foi a do ensaio 4, na qual apenas o tratamento

microbiologico foi aplicado.
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5.2.3 Producao de acucares redutores totais

A Tabela 13 e a Figura 17 apresentam as respostas e os efeitos do pré-tratamento quimico

e microbiologico na producao de CMCase/g utilizando a palha de milho.

Tabela 13. Resultados do planejamento Fatorial 22 para estudo dos efeitos do pré-tratamento quimico e
microbiolégico na produgado de aglicares redutores utilizando palha de milho como fonte de carbono para o
cultivo em estado solido.

Experimento Variaveis Resposta
Tratamento Tratamento Trat. M. Acgucares redutores
Microbiologico quimico X Trat. Q. totais (mg/mL)
1 - + - 0,880+0,043
2 + + + 1,127+0,146
3 - - + 0,801+0,074
4 + - - 0,669+0,003

Efeitos principais: Tratamento microbioldgico: [(-0,880+1,127-0,801+0,669) /2] = 0,058
Tratamento Quimico: [(+0,880+1,127-0,801-0,669) /2] = 0,269
Efeitos de segunda ordem: Trat. Micr. X Trat. Quim.: [(-0,880+1,127+0,801-0,669) /2] = 0,189
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Figura 17. Representagdo geométrica dos efeitos no planejamento fatorial 22 para produgio de aglicares
redutores totais utilizando palha de milho [resposta: mg/mL].
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Analisando os ensaios 1 e 2, observa-se que o tratamento microbiologico ocasionou um
aumento de 0,247 mg/mL na concentragdo total de agucares redutores (-0,880+1,127). Ja nos
ensaios 3 e 4, o tratamento microbioldgico ocasionou uma diminui¢do de 0,132 mg/mL (+0,669-
0,801). Entdo, o efeito global da variavel tratamento microbiologico foi igual a 0,058 [(+0,247-
0,137) /2].

Nos ensaios 1 e 3, o tratamento quimico proporcionou um aumento de 0,079 mg/mL (-
0,801+0,880). Nos ensaios 2 € 4, o tratamento quimico aumentou em 0,458 mg/mL a producdo de
agucares redutores totais (-0,669+1,127). O efeito global da variavel tratamento quimico foi de
0,269 [(+0,079+0,458) /2].

Portanto, as duas variaveis tiveram efeito positivo na producdo de agucares, porém o
tratamento quimico apresentou maior efeito. O efeito de segunda ordem mostra que a associagao
entre os dois tratamentos também foi favoravel para a producdo de agucares redutores totais, sendo
a melhor condi¢do a do ensaio 2, no qual os tratamentos foram empregados.

Analisando todos os efeitos das diferentes respostas, o ensaio 2 foi o que apresentou os
melhores resultados para a fermenta¢do em estado sélido utilizando palha de milho como matéria-
prima, pois foi a associagdo dos micro-organismos com o tratamento quimico que proporcionou
maior producdo de FPase e agucares redutores. SHARMA et al. (2012) também observou que o
pré-tratamento de biomassa com hidroxido de s6dio 1% em condi¢des ambientes aumentou a
acessibilidade para as enzimas celuloliticas. Como C. subvermispora produz xilanases, a produgdo
destas enzimas pode ter influenciado na concentragdo de acucares redutores totais no co-cultivo. A
associacao dos micro-organismos foi vantajosa para a producgdo das enzimas, e no caso da CMCase
0 uso do pré-tratamento alcalino pode ser dispensado. Este resultado foi obtido para as duas
matérias-primas, bagaco de cana e palha de milho, mostrando que o custo da produ¢do de CMCase
pode ser reduzido com o cultivo misto de C. subvermispora e A. niger.

A Tabela 14 apresenta os valores maximos de atividade enzimadtica e de concentracdao de

acucares redutores determinados para os cultivos com bagago de cana-de-acucar e palha de milho.
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Tabela 14. Compara¢do das atividades enzimaticas maximas ¢ aglicares redutores totais maximos
determinadas para os cultivos em BCA ¢ PM.

. Agtcares redutores
Biomassa FPase (UFP/g) CMCase (UCMC/g) totais (mg/mL)
Bagago de cana-de- 0,873+0,037 4,567+0,825 1,13440,107
agucar
Palha de milho 1,043+0,111 7,871+0,988 1,127+0,146

Comparando as duas biomassas utilizadas tem-se que a palha de milho apresentou melhores
resultados para a producdo das enzimas celuloliticas. O mesmo resultado foi observado por
AGUIAR (2010), que comparou bagaco de cana-de-agticar, palha de trigo e palha de milho como
fonte de carbono (na fermentacdo utilizando 4. niger) e como substrato na hidrélise enzimatica e
obteve os melhores resultados para a palha de milho. Este resultado pode ser explicado pela
composi¢do quimica do bagago de cana-de-acucar e da palha de milho apresentada na Tabela 1
(secdo 3.1). Como a palha de milho apresenta menor percentual de lignina em sua composicao
quando comparada ao bagaco de cana-de-acucar, a sua recalcitrancia ¢ menor e portanto a celulose
estd mais disponivel para os micro-organismos. Da mesma forma, como o percentual de hexoses e
pentoses da palha (tabela 1 —se¢do 3.1) ¢ superior ao do bagaco de cana-de-agucar, de forma geral
ocorreu maior producdo de aglicares redutores nos cultivos nos quais a palha de milho foi utilizada.

A Tabela 15 mostra o tempo de fermentagado e a temperatura 6timos utilizados em cultivos

de A. niger em diferentes estudos.

Tabela 15. Tempo e Temperatura de fermentacdo 6timos para a produgdo de enzimas celuloliticas obtido
por diferentes autores em cultivos de Aspergillus niger.

Autores Substrato Tempo df Temperaturz: de
fermentacio Fermentacio

AGUIAR (2010) Bagago de cana-de- 7 dias 30
agucar

BANSAL ef al. (2012) | Dagaco de cana-de- 96 horas 30
agucar

GHORI (2008) Palha de milho 96 horas 30

RODRIGUEZ- Bagaco de cana-de-
ZUNIGA et al. (2011) | agucar + farelo de trigo 72 horas 32
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Conforme apresentado na Tabela 15, AGUIAR (2010) determinou que o melhor tempo para
a producdo enzimatica por 4. niger em bagaco de cana-de-acucar foi de aproximadamente sete dias
de fermentacdo. JA BANSAL et al. (2012) observou que em 96 horas de cultivo foram determinadas
as maiores atividades enzimdticas para as enzimas celuloliticas em cultivos de A. niger em
diferentes materiais lignocelulésicos, incluindo bagaco de cana-de-agucar. GHORI ef al. (2013)
obtiveram os melhores resultados para a producdo de endoglicanases (0,61 UI mL') e
exoglicanases (1,094 UI mL™!) em cultivo submerso de 4. niger em palha de milho a 30°C e 96
horas. Portanto, o elevado tempo de fermentacdo (15 dias) do presente trabalho pode ter
influenciado na baixa produ¢do enzimatica por parte do fungo 4. niger.

O tempo de fermentagdo ideal deve ser o que satisfaca o crescimento dos dois micro-
organismos do co-cultivo. Como estes micro-organismos produzem as enzimas de interesse em
tempos diferentes de fermentacdo, o equilibrio entre o tempo de inoculagdo e o de cultivo deve ser
estudado.

Sugestdes para o aumento da producdo das enzimas em trabalhos futuros incluem a variagao
da temperatura, do tempo de fermentacdo, do contelido de umidade e da quantidade de micro-
organismo inoculada (BANSAL et al., 2012). A complementacdo do material lignoceluldsico com
farelos também pode aumentar a producao enzimatica (RODRIGUEZ-ZUNIGA et al.,2011). Para
diminuir ainda mais os custos com a producdo das enzimas, pode-se testar também a influéncia da
troca do meio BSM por 4dgua ou outros meios no rendimento do processo. Diferentes
granulometrias das matérias-primas podem ser testadas assim como o controle do pH, pois este ¢
um fator determinante no crescimento e produgdo de enzimas pelos micro-organismos (BANSAL
et al., 2012). O uso das matérias-primas sem a secagem prévia em estufa também pode ser uma
condi¢do que favoreca a produgdo enzimatica, pois segundo SANTI JUNIOR (2011) a secagem
reduz o nimero total de poros do material e um baixo contetido de umidade pode ser desfavoravel

para o crescimento microbiano (BANSAL et al., 2012).
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6. CONCLUSAO

O pré-tratamento com hidréxido de s6dio 1% em condigdes ambientes foi determinante na
producdo de FPases e agucares redutores utilizando o bagago de cana de agucar como biomassa,
sendo desfavorédvel o tratamento com C. subvermispora. Porém, para a produgdao de CMCase o co-
cultivo apresentou os melhores resultados, dispensando o uso do pré-tratamento alcalino e assim
reduzindo os custos de produgdo desta enzima. Ja para o uso de palha de milho como biomassa, o
pré-tratamento alcalino com posterior co-cultivo dos micro-organismos foi a condi¢do que mais
favoreceu a producao de FPase e de agucares redutores. A condicao que mais favoreceu a produgao
de CMCase também foi a auséncia do pré-tratamento quimico e o co-cultivo. De modo geral, a
palha de milho mostrou-se como melhor substrato para a producdo de celulases e acucares

redutores quando comparado com o bagago de cana-de-agucar.
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