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Resumo da Tese Apresentada ao Programa de Pds-Graduacdo em Engenharia de
Alimentos como parte dos requisitos necessarios a obtencdo do Grau de Doutora em
Engenharia de Alimentos.

Producéo de celulases e hemicelulase por fermentacédo em estado sélido usando
Trichoderma reesei NRRL 3652 em residuos agroindustriais

Viviane Astolfi
Orientadores: Helen Treichel; Elisandra Rigo e Marco Di Luccio

Celulases e hemicelulases sdo enzimas que constituem um complexo capaz de atuar sobre
materiais lignocelulésicos, promovendo sua hidrolise. Estas enzimas atuam em sinergia
para a liberacdo de acUcares fermentesciveis, despertando grande interesse na producéo de
bioetanol de segunda geracdo além de serem amplamente utilizadas em diversos ramos da
industria. Neste trabalho propbs-se como objetivo geral a producdo e caracterizacdo de
enzimas lignoceluliticas obtidas por fermentacdo em estado sélido (FES) usando
Trichoderma reesei NRRL 3652 em residuos agroindustriais. Inicialmente, caracterizou-se
parcialmente a enzima comercial celulase NS 50013, sendo a atividade de FPase maxima
obtida em intervalos de temperatura e pH de 40-50 °C e 5,2-5,5, respectivamente. A
enzima FPase apds 150 horas de reacdo nas temperaturas de 30-40 °C apresentou somente
15% de perda na atividade e foi estavel em pH 5,0 e 5,5. A celulase NS 50013 apresentou
resultados satisfatdrios quando usada para hidrolisar substratos agroindustriais, uma vez
que foi observado desempenho semelhante sobre a hidrdlise de papel de filtro e outros
substratos. Ap0s, avaliou-se a producdo de enzimas lignoceluloliticas por FES em
diferentes residuos agroindustriais. Entre os substratos testados, a casca de soja foi o
substrato mais adequado para a producéo de FPase (6,71 U.g™) e xilanase (1130,70 U.g™).
J& a maior producdo de CMCase (20,77 U.g™) foi observada usando o substrato misto de
casca de soja e p6 de palito de erva mate (1:1). Assim, realizou-se a caracterizacdo parcial
do extrato enzimatico bruto produzido em casca de soja, sendo o pH e temperatura 6timos
obtidos, na faixa de 40-55 °C e 3,0-6,0 para FPase, e 55 °C e 4,6, para CMCase e xilanase,
respectivamente. Esta etapa € de extrema importancia para estabelecer em quais condi¢fes
de processo 0 uso da enzima poderé propiciar melhores resultados técnicos e econémicos
para processos biotecnoldgicos. Neste estudo, foi também investigado a sacarificacdo de
diferentes residuos agroindustriais, utilizando-se o extrato bruto enzimatico obtido da FES
com a finalidade da obtencdo de acgUcares fermentesciveis. O maior rendimento de
acucares redutores catalisado pelas enzimas presentes no extrato enzimatico bruto foi
obtido em casca de soja. No entanto, este valor podera ser melhorado com o estudo de
diferentes tipos de pré-tratamentos. A producdo de enzimas e 0 seu consequente uso no
processo de producdo de etanol de segunda geragdo a partir de diferentes tipos de residuos
agricolas sdo estratégias que agregariam valor a este subproduto, diminuiriam a expanséo
do uso de terras assim como, consequentes impactos ambientais. Para tanto, novos avangos
para estes processos devem ser alcangados para torna-los mais eficazes, alem de uma
realidade sustentavel.

Palavras-chave: Producéo de celulases e xilanase, Trichoderma reesei NRRL 3652,
residuos agroindustriais.
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Abstract of Thesis Presented to the Programa de POs-Graduacdo em Engenharia de
Alimentos, URI — Campus de Erechim as part of the requirements for obtaining the degree
of Doctor in Food Engineering.

Production of cellulase and hemicellulase by solid state fermentation using
Trichoderma reesei NRRL 3652 in agro-industrial waste

Viviane Astolfi
Advisors: Helen Treichel; Elisandra Rigo e Marco Di Luccio

Cellulases and hemicellulases are enzymes that form a complex able of acting on
lignocellulosic materials, promoting your hydrolysis. These enzymes act in synergy to
release fermentable sugars, causing great interest in the production of second generation
bioethanol and are widely used in various branches of industry. This work had as main
objective the production and characterization of lignoceluliticas enzymes produced by
solid state fermentation (SSF) using Trichoderma reesei NRRL 3652 in agro-industrial
waste. Initially, was partially characterized the commercial enzyme cellulase NS 50013
being the maximum FPase activity obtained at ranges pH and temperature 40-50 °C and
5.2-5.5, respectively. The FPase enzyme after 150 hours of reaction at temperatures of 30-
40 °C showed only 15% of loss of activity and was stable in pH 5.0 and 5.5. The cellulase
NS 50013 showed satisfactory results when used to hydrolyse agroindustrial substrates,
since similar performance was observed on the filter paper and other substrates by
hydrolysis. Next, we evaluated the production of enzymes lignocellulolytic by SSF in
different agro-industrial residues. Among the substrates tested, the soybean hulls was the
most suitable substrate for the production of FPase (6.71 Ug™) and xylanase (1130.70 Ug
1. Already the largest production of CMCase (20.77 Ug™) was observed using the mixed
substrate soybean hulls and powder toothpick yerba mate (1:1). Then, was studied the
partial characterization of crude enzymatic extract produced in soybean hulls. The optimal
pH and temperature was obtained in the range of 40-55 °C and 3.0-6.0 to FPase, and 55 °C
and 4.6 to CMCase and xylanase respectively. This step is extremely important to establish
in which process conditions using the enzyme could provide better technical and economic
results for biotechnological processes. This study also investigated the saccharification of
different agro-industrial wastes, using the crude enzymatic extract obtained from the SSF
for the purpose of obtaining fermentable sugars. The highest yield of reducing sugars
catalyzed by enzymes present in the crude enzyme extract was obtained in soybean hulls.
However, this value can be improved by studying different types of pre-treatments. The
production of enzymes and their subsequent use in the second generation ethanol
production process from different kinds of agricultural residues are strategies that add
value to this byproduct decrease the expansion of the land usage as well as the consequent
environmental impact. Therefore, new developments for this process should be achieved to
make it more effective and a sustainable reality.

Keywords: Production of cellulase and xylanase, Trichoderma reesei NRRL 3652, agro-
industrial residues.
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O processo de producédo de etanol de primeira geracao € baseado na fermentacédo de
acucares simples ou amido. As usinas de etanol a base de acucares simples obtido do caldo
de cana s@o predominantes do Brasil. O etanol a base de amido € obtido geralmente a partir
do milho, e é dominado pelos Estados Unidos da Ameérica, seguido por outros grandes
paises produtores de etanol, como a China, Canada, Franca, Alemanha e Suécia. No
mercado global, cerca de 21 milhdes m® de etanol sdo produzidos a partir da cana-de-
acUcar, enquanto que cerca de 60 milhdes m® de etanol sdo produzidos a partir de milho
(REN21, 2012).

No entanto, o etanol produzido a partir de vegetais utilizados para alimentagéo
humana e animal ndo teria como responder positivamente a crescente demanda por
biocombustiveis considerando as questBes de sustentabilidade (PERLACK et al., 2005).
Desta forma, existe um grande interesse na disseminacdo de tecnologias que utilizam
recursos renovaveis como matérias primas para producdo de combustiveis e outros
compostos de interesse econdémico. Assim, estdo sendo cada vez mais pesquisados
métodos que utilizam residuos agricolas, ou seja, biomassa lignocelul6sica como fonte de
baixo valor agregado para utilizacdo na bioproducéo de combustiveis e produtos quimicos,
com vantagens econdmicas, ambientais e estratégicas (WYK, 2001).

A hidrélise total dos polissacarideos lignocelulésicos (celulose e hemicelulose) com
acidos diluidos é uma alternativa existente, contudo considerada problematica em termos
de degradacdo de acucares. Ja a hidrdlise com acidos concentrados, permite a obtencao de
rendimentos de sacarificacdo proximos ao tedrico, no entanto implica em custos e riscos
elevados (HENDRIKS e ZEEMAN, 2009).

Assim, a proposta da utilizacdo de processos de hidrélise enzimatica surge como
uma estratégia promissora para facilitar a sacarificacdo de residuos lignocelulésicos, como
uma rota concorrente, ou seja, aplicacdo de biocatalisadores especificos e biodegradaveis
que operam sob condi¢Ges amenas de pH, temperatura e pressdo (ZHANG et al., 2006;
LIU etal., 2011a).

Neste sentido, alguns micro-organismos sdo indicados como possiveis
sintetizadores de enzimas celuloliticas e xilanoliticas, as quais seriam utilizadas na
producdo de monossacarideos a partir de diferentes residuos agroindustriais, aumentando
assim as expectativas de responder as necessidades do mercado em termos de producéo de
biocombustiveis. Alguns fungos tais como, Trichoderma reesei (KNOB et al., 2010;
GUOWEIA et al., 2011; ZHANG et al., 2012), Trichoderma harzianum (DELABONA et
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al., 2012), Trichoderma asperellum (RAGHUWANSHI et al., 2014); Aspergillus niger
(NCUBE et al., 2012), Aspergillus terreus (NARRA et al., 2014), Termitomyces clypeatus
(PAL et al., 2013), Sporotrichum thermophile (SADAF e KHARE, 2014) entre outros sao
avaliados como promissores para producédo destas enzimas.

As celulases e hemicelulases séo enzimas que constituem um complexo capaz de
atuar sobre materiais lignocelul6sicos, promovendo sua hidrélise. Estas enzimas sdo
biocatalisadores altamente especificos que atuam em sinergia para a liberacdo de acUcares
fermentesciveis, despertando interesse industrial para producdo de bioetanol de segunda
geracdo em larga escala (LYND et al., 2002; TOLAN, 2002; YOO et al., 2011; BOLUDA-
AGUILAR e LOPEZ-GOMEZ 2013).

Além disso, as celulases e hemicelulases sdo enzimas amplamente utilizadas em
diversos ramos da industria. Na industria de alimentos, celulases s&o utilizadas em
processos de maceragéo, geralmente em conjunto com hemicelulases e pectinases, como na
extracdo de suco de frutas e 6leo de sementes; ja na indlstria téxtil e lavanderia, as
celulases sdo utilizadas para a remocdo do excesso de corantes em tecidos jeans, processo
denominado bioestonagem; na industria de polpa de celulose e papel, € realizado o refino
da mesma, melhorando a qualidade da polpa (ORBERG, 1981; CAVACO-PAULO et al.,
1998; BHAT, 2000). Na area de alimentacdo animal, sdo comercializadas como
componentes aceleradores do processo de silagem e em racdo para aves e suinos com a
finalidade de aumentar a digestibilidade de alimentos ricos em fibras de celulose (BHAT,
2000; MOREIRA et al., 2009).

Assim, 0s avangcos das pesquisas a respeito da producdo de celulases e
hemicelulases ocorrem em diversas areas do conhecimento. Ao longo dos anos, e até os
dias de hoje, contribuicdes cientificas vém sendo geradas continuamente, no que tange ao
isolamento de micro-organismos e producdo de enzimas lignoceluliticas, ao aumento da
expressdo destas enzimas por mutacBes génicas, a purificacdo e caracterizacdo de
componentes destes complexos enzimaticos, ao entendimento sobre os mecanismos de
ataque a celulose e a hemicelulose, e a demonstracdo do potencial industrial dessas
enzimas (BHAT e BHAT, 1997). Neste sentido, a producéo de celulases e hemicelulases
podem vir a contribuir para o desenvolvimento de rotas auxiliares de obtencdo dos
acucares fermentesciveis com uso de enzimas obtidas por bioproducdo em residuos

agricolas, em condicGes que resultem em biocatalisador de alto rendimento, estabilidade,
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especificidade e de baixo custo de producdo, para aplicagdo na hidrélise dos compostos

lignocelulosicos.

Com base nestes aspectos, o principal objetivo deste trabalho foi a producédo de
enzimas lignoceluloliticas por fermentacdo em estado solido (FES) usando Trichoderma
reesei NRRL 3652 em residuos agroindustriais, pelo desenvolvimento das seguintes
etapas:

1. Caracterizar parcialmente a celulase comercial NS 50013 usando a metodologia de
dosagem da atividade de celulase total em papel de filtro (FPA — Filter Paper

Activity), bem como determinar os parametros cinéticos de Michaelis-Menten;

2. Avaliar a producdo de FPase, carboximetilcelulase e xilanase através da FES
utilizando Trichoderma reesei NRRL 3652 entre diferentes residuos

agroindustriais;

3. Caracterizar parcialmente o extrato enziméatico bruto obtido do substrato
selecionado com maior potencialidade produtiva de FPase, carboximetilcelulase e

xilanase analisando as variaveis investigadas para a enzima comercial;

4. Avaliar o processo de hidrolise enzimética de diferentes residuos agroindustriais

utilizando o extrato bruto celulolitico otimizado obtido da FES.

Como forma de apresentacdo, o presente trabalho estd dividido em capitulos. O
Capitulo 1 apresenta a introducdo do trabalho, os objetivos e as etapas envolvidas no
desenvolvimento desta tese. O Capitulo 2 apresenta uma revisdo da literatura sobre os
principais assuntos abordados. O Capitulo 3 apresenta os materiais e metodologias
empregadas para o desenvolvimento de todas as etapas do trabalho. No Capitulo 4 s&o
apresentados e discutidos os resultados para a caracterizagédo parcial da celulase comercial
NS 50013, producdo de celulases e hemicelulase por FES usando Trichoderma reesei
NRRL 3652 em residuos agroindustriais, a caracterizacdo parcial de celulases e xilanase
obtidas por FES em casca de soja e por tltimo a sacarificacdo de biomassa. Os Capitulos 5,
6, 7 e 8 apresentam as conclusdes obtidas com a realizagdo deste trabalho juntamente com

as sugestdes para trabalhos futuros, referéncias bibliograficas e anexos, respectivamente.
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Neste Capitulo serdo apresentados temas como o modo de agdo, a importancia e
aplicacdo das celulases e hemicelulases, principalmente na &rea energética, pela
bioconversdo de residuos lignocelulosicos para producdo de biocombustiveis de segunda
geracdo. Também se descreve brevemente os principais métodos e algumas abordagens
inovadoras para a determinacdo de celulases. Além disso, sdo apresentados aspectos
importantes de fermentacdo em estado solido (FES) utilizando residuos agroindustriais
como substratos lignocelulosicos, ja que estes sdo considerados recursos renovaveis e/ou

produtos secundarios.

2.1 Estrutura da parede celular vegetal

Em média, anualmente sdo produzidos 200 bilhGes de toneladas de biomassa,
através do fenémeno da fotossintese, dos quais somente 3 a 4% sdo usados pelo homem,
para fins alimentares ou ndo alimentares (BOTELLA et al., 2009). A parede de células
vegetais ¢ uma fonte de materiais lignocelulésicos (biomassa), cuja estrutura €
representada principalmente pela interacdo fisico-quimica de celulose (um polimero de
glicose linear) com hemicelulose (um heteropolimero altamente ramificado de xilose,
manose, galactose, arabinose, glucose e varios tipos de acidos urénicos) e lignina (com
uma elevada massa molar, formada pela polimerizagdo dos alcodis cumarilico) (Figura 1).
Dependendo da classificagdo do aclUcar que predomina, as hemiceluloses sdo referidas

como xilanas, mananas ou galactanas (ANDREAUS et al., 2008).

Figura 1: Esquema estrutural simplificado das fibras do material lignocelulésico.

Lignina

Hemicelulose

Fonte: Kvien et al. (2005).
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A Tabela 1 apresenta as principais caracteristicas dos polissacarideos, componentes
de materiais lignoceluldsicos dos vegetais. O entendimento destas caracteristicas é de
importancia fundamental para a definicdo das estratégias de aproveitamento das referidas

biomassas como matéria-prima para a producdo de etanol e outras substancias quimicas.

Tabela 1: Diferencas entre celulose e hemicelulose.

Celulose Hemicelulose
- Consiste em unidades de glicose ligadas - Consiste em varias unidades de pentoses e
entre si hexoses ligadas entre si
- Alto grau de polimerizacdo (1000 a15000) - Baixo grau de polimerizagéo (50 a 300)
- Forma arranjo fibroso - N&o forma arranjo fibroso
- Apresenta regides cristalinas e amorfas - Apresentam somente regides amorfas
- E atacada lentamente por 4cido inorganico - S&o atacadas rapidamente por acido
diluido a quente inorganico diluido a quente
- E insoluvel em alcalis - S80 soluveis em alcalis

Fonte: Bon et al. (2008).

2.1.1 Celulose

A celulose ¢ um homo-polissacarideo linear composto por unidades de glicose
unidas por ligacdes glicosidicas B-1,4, sendo o principal componente da parede celular
vegetal. Apresenta mais de 10.000 residuos de B-glicose anidra. As cadeias de celulose
formam as fibrilas elementares, caracterizadas por duas regifes distintas, a cristalina, de
configuracdo mais ordenada formada por cadeias de celulose unidas por pontes de
hidrogénio e forgca de van der Waals, e a amorfa, menos ordenada e mais susceptivel a
hidrélise, mecanismo apresentado na Figura 2 (GRAY et al., 2006).

Figura 2: Disposicdo das microfibrilas formando as regides cristalinas e regides amorfas da
fibra celuldsica.

Regido amorfa
/V\M/ Celulose
— MW ——
|

Regido cristalina

Fonte: Kvien et al. (2005).
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A celulose é resistente ao processo de hidrolise devido as longas cadeias de glicose,
com mais de 7 um, unidas por lignina formando micelas, combinadas de modo a formar
microfibrilas com diametro entre 4-10 nm, visiveis em eletromicrografias. O conjunto de
microfibrilas é denominado de macrofibrilas, aos quais sdo organizadas em lamelas para
formar a estrutura fibrosa das varias camadas da parede celular vegetal. As microfibrilas de
celulose séo revestidas com hemicelulose e embebidas em lignina, formando os materiais
lignocelulésicos (CARLILE et al., 2002).

A decomposicdo da celulose a principio depende da habilidade das enzimas,
responsaveis em penetrar entre as cadeias adjacentes da fibra. O ataque as fibras de
celulose é realizado pelos micro-organismos celuloliticos por intermédio das celulases, que
agem em sitios onde a estrutura do substrato é mais acessivel, ou seja, onde a fibra perdeu
seu aspecto reticulado (cristalino), em proveito de um aspecto mais frouxo e amorfo
(BAYER e LAMED, 1992).

2.1.2 Hemicelulose

As hemiceluloses sdo polissacarideos ndo celulésicos que sdo encontrados em
tecidos vegetais, compostos de polimeros complexos de carboidrato, onde as xilanas e as
glucomananas sdo os principais componentes. Em paredes celulares de plantas terrestres, a
xilana é o polissacarideo hemicelul6sico mais comum, representando de 20-40% da massa
seca do vegetal, sendo depois da celulose, o polissacarideo renovavel mais abundante na
natureza com um alto potencial para a degradacdo em produto final utilizavel (BEGUIN e
AUBERT, 1994; SUNNA e ANTRANIKIAN, 1997).

Segundo Shallom e Shoham (2003), os polimeros constituintes das hemiceluloses
sdo de alta massa molar, alguns insollveis ou mesmo associados a celulose e lignina. As
hemiceluloses sdo também altamente varidveis em suas estruturas, e, embora o nimero de
ligacbes quimicas diferentes seja limitado, elas podem apresentar uma grande variabilidade
em arranjos moleculares, podendo ser classificadas como xilanas, arabinoxilanas,
arabinanas, galactomananas, mananas, arabinogalactana, entre outras. A degradagéo
eficiente do polimero requer uma acdo concernida de muitas enzimas que trabalham
sinergicamente.

A xilana ¢ um polissacarideo formado por unidades residuais de B-D-xilopiranosil

conectadas entre si por ligagdes B-1,4, sendo o principal componente hemiceluldsico

8
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depositado durante a fase de diferenciagéo do xilema (NASCIMENTO et al., 2002). Os
constituintes mais comuns encontrados na cadeia principal da xilana sdo residuos de acetil,
arabinofuranosil e glucuronil (DAS et al., 1984).

Existem varios tipos de hemiceluloses disponiveis no mercado, como por exemplo,
xilana de madeira dura (hardwood), xilana de madeira macia (softwood), xilana de bétula
(birchwood), xilana de farelo de aveia (oat spelts), xilana de larigo (larchwood) e xilana de
gramineas (grass), entre outras, sendo todas extraidas de diferentes vegetais. As ligacGes
glicosidicas encontradas em hemiceluloses sdo facilmente hidrolisadas por acidos diluidos
a elevadas temperaturas, rendendo um xarope contendo xilose e arabinose, no caso de
residuos agricolas e madeira dura, ou manose, xilose e glucose no caso de madeiras macias
(INGRAM e DORAN, 1995).

2.1.3 Lignina

A lignina é covalentemente ligada a hemicelulose, principalmente as xilanas, por
ligacGes éster, formando uma matriz complexa que circunda as microfibrilas de celulose. O
principal propoésito da lignina é conferir a rigidez, impermeabilizacdo e resisténcia a
ataques mecanicos e microbianos (SANDGREN et al., 2005; HENDRIKS e ZEEMAN,
2009).

A estrutura predominante durante as ligagdes da molécula de lignina sdo as  -O-4
éter, as quais ndo sao hidrolisaveis sob condi¢bes bioldgicas. Ja foi claramente
demonstrado que a lignina é racémica e, consequentemente, mesmo um simples dimero
com ligacao $-O-4, com dois carbonos assimétricos, possui quatro estereoisdmeros. Como
0 nimero de isbmeros aumenta geometricamente com o nimero de subunidades, a lignina
forma uma estrutura bem complexa e sem unidades repetitivas definidas (HAMMEL,
CULLEN, 2008).

2.2 Modo de acéo e sinergismo das enzimas envolvidas na degradacdo da parede

celular vegetal
2.2.1 Enzimas Celuloliticas

Enzimas sdo catalisadores de reacfes quimicas em sistemas bioldgicos, envolvendo
reacOes com substratos. Estas s@o geralmente de natureza protéica, altamente especifica e

apresentam grande poder catalitico (BEST et al., 1994).
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A hidrdlise da celulose por celulases resulta na producéo final de glicose. Porém, as
celulases, por serem proteinas, ndo conseguem penetrar com facilidade a barreira da
lignina das células vegetais e, dessa forma, o dificil acesso destas enzimas as fibras de
celulose constitui o principal problema para desencadeamento desse processo de
degradacéo (LYND et al., 2002).

As moléculas de celulose s&o lineares e associam-se umas as outras formando feixes
fibrosos. Estes feixes apresentam duas regides bastante distintas: uma regido bastante
organizada apresentando grandes quantidades de ligacbes por pontes de hidrogénio,
chamada de regido cristalina, dificultando bastante o processo de hidrolise, e outra
completamente desorganizada, chamada de amorfa (Figura 2). Cada tipo de celulase acaba
atacando preferencialmente uma regido especifica da celulose (LYND et al., 2002)..

A Figura 3 apresenta o conjunto de enzimas envolvidas na degradacdo da celulose
também chamado de Complexo Celulase, o qual ¢ composto de endoglucanase (EC
3.2.1.4), exoglucanase (CE3.2.1.91) e pB-glicosidase (CE3.2.1.21), atuando de forma
sinérgica para realizar a completa hidrélise da celulose (WITHER, 2001; LYND et al.,
2002).

Figura 3: Mecanismo de agéo das celulases sobre cadeias de celulose. A celulose original
possui tanto a parte cristalina quanto a parte amorfa.
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Fonte: Peixoto (2006).

A endo-B(1-4) glucanase ou B(1-4)-D-glucano 4-glucanohidrolase ou Cx celulase

ou também referidas como CMCase (E.C.3.2.1.4): hidrolisa ligaces B(1-4), ao acaso, da
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cadeia de celulose liberando glicose, celobiose e celodextrinas. Atua na regido amorfa. A
degradacdo da celulose insolGvel ou microcristalina até celulose solivel ainda é pouco
entendida. Considera-se que a endo-p(1-4) glucanase modifica a parte amorfa da celulose e
produz celodextrinas de variadas massas molares. Ocorre reducdo rapida da viscosidade e
aumento do poder redutor (WOOQOD, 1989).

A exo-B(1-4) glucanase hidrolisa as ligacGes glicosidicas da celulose a partir da
extremidade ndo redutora liberando celobiose. Esta enzima também é conhecida como ou
avicelase ou exo glucana-4-glucano hidrolase ou C1 celulase ou celulase microcristalina ou
celobio hidrolase (E.C.3.2.1.91). A celobiase ou B (1-4) glicosidase (E.C.3.2.1.21)
hidrolisa as ligacdes do tipo B (1-4) (celobiose, trealose, gentiobiose) e libera glicose.
(IRWIN et al., 1993).

A biotecnologia de celulase comecou no inicio de 1980, primeiramente com o foco
na alimentacdo animal seguido por aplicacbes em alimentos. Durante as Ultimas duas
décadas, o uso de celulase tem aumentado consideravelmente, na indUstria de papel e
celulose e, especialmente, na industria téxtil como agente para modificacdes de fibras e
tecidos (CAVACO-PAULO et al., 1998). Além disso, celulases e também pectinases e
hemicelulases sdo amplamente utilizados na industria de bebidas, indUstria textil e na
agricultura. Alguns desses aplicativos preferem um ou dois componentes selecionados de
celulase, hemicelulase e pectinase, enguanto outros exigem misturas de celulases,
pectinases e hemicelulases para melhor rendimento (BHAT, 2000).

Na indastria alimenticia, as celulases sdo usadas em varios processos,
principalmente, na extracdo de componentes do cha verde, proteina de soja, 6leos
essenciais, aromatizantes e do amido da batata doce. Essas enzimas participam, ainda, dos
processos de producdo do vinagre de laranja e na extracdo e clarificacdo de sucos de frutas
citricas (ORBERG, 1981).

Alguns métodos de atividade utilizando diferentes substratos para reacao
enzimatica sdo apresentados na Figura 4, pela medida de atividade de celulase total
usando-se papel filtro (FPA— Filter Paper Activity), atividades de celulase incluindo
endoglucanase (Egs), exoglucanases e p-glicosidases, além de algumas abordagens
inovadoras tais como microbalanca de cristais de quartzo, FPA automatizado, microfibrilas
fluorescentes e biossensor amperometrico celobiose desidrogenase. Em seguida seréo

descritos brevemente alguns destes métodos.
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Figura 4: Ensaios para celulase: (1) atividade de celulase total, (2) atividade individual,
incluindo endoglucanases, exoglucanases e 3-glicosidases, (3) novos ensaios com
facilidade de operacdo e alta reprodutibilidade.

(1) (2) (3)

Atividade
Celulase Total

Novos Ensaios de
Atividade de Celulase

Atividade Celulase
Individual

]

l

Atividade
Endoghicanase

Atividade
Exoghicanase

Atividade
p-glicosidase

Microbalanea de
aristais de quartzo

FPA
automizado

Microfibrilas
fluorescentes

Biosensor
AMPEIOMENICo
celobiose
desidrogenase

Ra Endoglucanases
B o Exoglucanases
X P-glicosidase

Ensaios para acucares redutores:
DNS, Gox e HPLC

Fonte: Dashtban et al. (2010).

Método do papel de filtro (FPase)

Técnicas para medir a atividade de celulase total sdo necessarias para comparar a
eficacia da atividade da celulase entre micro-organismos ou suas enzimas secretadas. O
FPA é o método-chave para andlise da atividade celulase total. Em 1976, o FPA foi
desenvolvido por Mandels et al. (1976) e se tornou amplamente utilizado desde 1984,
quando a Comissao de Biotecnologia da Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada
(IUPAC) propds uma série de procedimentos padrdo para a medida da atividade da
celulase. Tradicionalmente, o FPA usa uma fita de 1 x 6 cm de papel de filtro Whatman n°
1 como substrato padrao, pois € barato e de facil disponibilidade (COWARD-KELLY et
al., 2003).

A Unidade Internacional (Ul) de atividade de papel de filtro (FPase) (FPU) é

definida como um micromol de glicose equivalente liberada por minuto, em filtrado de
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cultura em condicOes de ensaio. As condicBes de ensaio referem-se as condi¢cdes como pH
e temperatura do ensaio e dependem em grande parte sobre as propriedades da enzima,
variando muito entre celulases e micro-organismos. Em seguida, a liberacdo de acUcares
redutores (AR) é medida pelo método DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico) (MILLER, 1959).

No entanto, existem varias preocupacdes associadas ao uso do FPA para quantificar
a atividade celulase total. Embora o FPA seja comumente usado, também é conhecido por
ser ndo reprodutivel. Ou seja, fatores que afetam a sensibilidade e reprodutibilidade, muitas
vezes resultam do fato de que os complexos de celulose mais natural tendem a ter uma
falta de atividade de B-glicosidase. Assim, este método poderia ser melhorado pela adi¢do
suplementar de B-glicosidase, ou seja, se um organismo complexo ou enzima tem baixa
atividade de B-glicosidase, uma elevada quantidade de celobiose sera produzida, resultando
em uma baixa ou falsa leitura de absorbancia para o ensaio DNS, considerando que este
ndo é um aculcar redutor (COWARD-KELLY et al., 2003).

Xiao et al. (2004) desenvolveram melhorias para o método do papel de filtro,
permitindo que o ensaio tivesse um grande nimero de amostras simultaneamente. Isto foi
conseguido pela reducdo do volume dos reagentes e substrato, de modo que o ensaio pode
ser feito em uma placa de microtitulacdo de 96 pocos. O volume total de reacdo enzimatica
foi reduzido a partir do padrdo da IUPAC de 1,5 mL para 60uL. Um perfurador de
escritorio foi usado para criar pequenos discos do substrato papel filtro para se encaixar
perfeitamente nos pocos. Nenhuma diferenca significativa foi observada entre as medidas
de atividade utilizando o FPA IUPAC em comparacdo com as rea¢Ges minimizadas na

placa de microtitulagéo.

Endoglucanase (EGSs): atividade da carboximetilcelulase

As endoglucanases (EGs) podem hidrolisar aleatoriamente a cadeia de celulose
atacando as ligagdes internas da cadeia da celulose na regido amorfa, aumentando o
nimero de terminais ndo redutores. A atividade da EGs pode ser medida usando um
derivado de celulose soluvel com alto grau de polimerizagdo (GP), como a
carboximetilcelulose (CMC). A carboximetilcelulase (CMCase) é principalmente avaliada
com base no procedimento descrito por Mandels et al. (1976). Uma unidade (Ul) de EG &
definida como a quantidade de enzima que libera 1 mol de glicose por minuto nas

condi¢cBes do ensaio. Os acucares redutores podem ser estimados pela aplicacdo de
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métodos diferentes, tais como cromatografia liquida (HPLC) (FUJITA et al., 2002);
glicoseoxidase (GOD), (TRINDER, 1969) ou pelo método colorimétrico que usa cobre
alcalino como oxidante inorganico (NELSON, 1944; SOMOGYI, 1952). Além disso, a
atividade da endoglucanase pode ser medida usando alguns outros corantes, adicionando-
se derivados de celulose insolivel ou a substituicdo de derivados de celulose insolGvel
quimicamente para produzir CMC cromogénico. Exemplos destes sdo Azul Cibacron 3GA
(TEN et al., 2004) e trinitrofenil CMC cromogénico (TNP-CMC) (HUANG e TANG,

1976), respectivamente.

Exoglucanases: atividade da avicelase

Avicel comercial (também chamado de celulose microcristalina) é usado para medir
a atividade da exoglucanase porque tem baixo grau de polimerizacdo da celulose e é
relativamente inacessivel ao ataque de EGs, apesar de algumas regides amorfas. Enzimas
gue mostram atividade relativamente alta em Avicel e pouca atividade sobre CMC séo
identificados como exoglucanases (MAKI et al., 2009). No entanto, Avicel pode conter
celulose amorfa e celodextrinas sollveis, que podem agir como substratos para ambas as
exo e endo-glucanases. N&@o existe substrato altamente especifico para testar a atividade
exoglucanase em misturas de celulase (WOOD e BHAT, 1988). Outros substratos menos
comumente usados para medida ou deteccdo de atividade de exoglucanase produzidas por
bactérias e fungos incluem: PNP-p-D-celobiosideo (KOHRING et al., 1990), celulose
microcristalina bacteriana (BMCC) (CASPI et al., 2008) e MU-B-D-celobiosideo (MU-C)
(COURTY et al., 2005), sendo que as limitacOes destes substratos ndo sdo claramente

conhecidas.

S-Glicosidase: atividade do p-nitrofenil-g-glicosideo

A atividade de p-glicosidase pode ser medida usando varios substratos
cromogénicos e ndo cromogénicos, e sdo principalmente avaliadas com base no
procedimento de Kubicek (1982). Em um método cromogénico, p-nitrofenil-p-glicosideo
(pPNPG) e usado com substrato. O p-nitrofenil liberado ser4 medido, a fim de determinar a
taxa de hidrélise em temperatura e pH ideal. O composto pNPG na concentragdo 6tima

(geralmente 1-5mM), € adicionado a um tampdo apropriado, com pH ideal, contendo a
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enzima e em seguida incubado a temperatura ideal. Ap6s 10 min de incubagdo, a reacdo é
interrompida pela adi¢do de trés volumes de solucédo saturada de tetraborato de sodio, e em
seguida a absorbancia é lida em 405 nm. Uma unidade de B-giclosidase é definida como a
quantidade de enzima que libera 1 umol de p-nitrofenil por minuto (CHANDRA et al.,
2009). No entanto, no caso de métodos ndo cromogénicos, diferentes substratos podem ser
utilizados. Por exemplo, quando oligo ou dissacarideos (como celobiose) sdo utilizados
como substratos, a glicose liberada pode ser avaliada pelo método de glicose oxidase
(GOD) com um kit comercial. Quando o substrato é um polissacarideo, agucares redutores

podem ser medidos pelo método do acido dinitrosalicilico (DNS).

2.2.2 Enzimas Xilanoliticas

Além de celulases agindo em celulose, enzimas auxiliares, especialmente
hemicelulases, sdo necessarias para expor a fibras de celulose, tornando o substrato mais
acessivel a hidrolise (BERLIN et al., 2007; KUMAR e WYMAN, 2009; BANERJEE et al.,
2010).

O principal polissacarideo componente da hemicelulose é a xilana, o qual esta
presente em todas as camadas da parede celular vegetal na interface entre a celulose e a
lignina. Depois da celulose, a xilana é a fonte renovavel de carbono mais abundante,
presente na madeira e residuos agricolas (ZANOELO et al., 2004). Na natureza, o interesse
pela hidrolise da xilana se da pela acdo de varias enzimas do complexo xilanolitico, dos
quais, principalmente as xilanases é que fazem parte desse complexo e sdo responsaveis
pela hidrolise da xilana (LEE et al., 2009).

A heterogeneidade e complexidade estrutural das xilanas resultam numa
abundancia de enzimas xilanoliticas com variacdes na especificidade, nas sequéncias
primarias e tamanho (COLLINS et al., 2005).

Devido a sua heterogeneidade e complexidade, a completa hidrélise de xilana
requer uma grande variedade de enzimas agindo cooperativamente (Figura 5) (BIELY,
1985; PULS et al.,, 1987; SUBRAMANIYAN e PREMA, 2002). As endo-1,4-B-D-
xilanases (EC 3.2.1.8) despolimerizam a xilana pela hidrélise aleatéria do esqueleto
principal, enquanto as B-D-xilosidases (EC 3.2.1.37) sdo exoglicosidases que clivam
pequenos Xilo-oligossacarideos e xilobiose, a partir da extremidade nao redutora, liberando

xilose.
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Outras enzimas agem na conversdo da xilana, ocorrendo um sinergismo entre elas,
estas apresentam as seguintes atividades: a-L-arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55) removem
os residuos de L-arabinose substituidos no carbono trés (C3) das unidades de xilose
(KANEKO et al.,, 1993); a-D-glucuronidases (EC 3.2.1.131) hidrolisam as ligacOes
glicosidicas a-1,2 entre o &cido glucurdnico ou &cido metil-glucurdnico e residuos de
xilose em glucuronoxilano; acetilxilana esterase (EC3.1.1.72) removem grupos O-acetil a
partir dos carbonos dois e/ou trés (C2 e/ou C3) dos residuos de xilose na acetilxilana; e as
acidos fenolicos esterases também podem estar presentes: acido ferrulico esterase
(3.1.1.73) e o0 &cido p-coumérico esterase (EC 3.1.1.-) clivam na xilana as ligacOes éster
entre residuos de cadeia lateral de arabinose e acido ferrdlico ou acido p-coumérico,
respectivamente (PEIXOTO-NOGUEIRA et al., 2009).

Figura 5: Estrutura da xilana e os sitios de ataque por enzimas Xilanoliticas.

(ccido 4-O-metil- c-D-ghicurinopiranosil)
HOOC

acetilxilan

o-D-glucuronidase

Endo-1,4-B-xilanase \ H,CO / esterase
M A % [T M N VAT N

|
Ac
(f-xilose)
0]
‘ a-L- alabmofuranosulase

CH,0H CH,O- pcou /fer.
/m/ \N /m/ (o-L- mabrm}fmamna)

acido ferilico esterase
B-D-xilosidase Acido p-coumarico esterase

Fonte: Sunna e Antranikian, (1997).

As enzimas xilanoliticas possuem ampla aplicagdo na bioconversdo de
lignocelulose devido a seu potencial biotecnoldgico industrial em varios processos, tais
como na industria de alimentos (LOPEZ et al., 2007) e etanol (VIDMANTIENE et al.,
2006; KO et al., 2009), na clarificacdo de sucos e vinhos e na extracdo de 6leos vegetais
(PASSOS et al., 2009), café e amido (FREDERIX et al., 2003), na panificacdo (JIANGA et

al., 2008), além de agentes branqueadores de polpa e na indlstria de papel

16



CAP. 2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

(KIDDINAMOORTHY et al., 2008; PEIXOTO-NOGUEIRA et al., 2009; VALLS e
RONCERO, 2009).

A maior aplicacdo industrial da xilanase, livre de celulase, esta relacionada as
industrias de celulose e papel. Nesta aplicacdo, as xilanases podem auxiliar
consideravelmente na reducdo da poluicdo ambiental, causada pela utilizacdo do cloro
como agente quimico branqueador das polpas, 0 que resulta na formacdo de compostos
residuais denominados organoclorados, que sdo extremamente nocivos ao meio ambiente.
A utilizacdo da xilanase, no biobranqueamento das polpas, leva a diminuicdo do consumo
de branqueadores quimicos, sem comprometer, entretanto, o resultado final, em termos da
alvura do papel (WONG et al., 2001).

A potencial aplicacdo de xilanase na industriade celulose e papel busca a producéo
de xilanases termofilicas e alcalofilas de ocorréncia natural. Alternativamente, as xilanases
de extremofilos foram geneticamente modificadas para melhorar a estabilidade em altas
temperaturas e condic¢des de pH (STEPHENS et al., 2009).

2.3 Bioproducdo de enzimas celuloliticas e xilanoliticas por fermentacdo em estado
solido (FES)

E muito dificil precisar o inicio da prética da fermentacdo em estado sélido (FES)
pela atividade humana. Sabe-se, contudo, que varias formas de alimentos produzidos
utilizando esse processo fazem parte da dieta de diversos povos ha muitos séculos. Os
processos de FES tém sido utilizados extensivamente desde tempos antigos nos paises
orientais, asiaticos e africanos para producao de alimentos fermentados, e vém sendo muito
estudados nos ultimos anos, por pesquisadores do mundo todo, devido as suas
peculiaridades, sendo de especial interesse econdmico em paises com abundante biomassa
e residuos agroindustriais, como o Brasil (SOCCOL e VANDENBERGHE, 2003).

A FES é definida como a fermentacdo envolvendo sélidos em auséncia ou quase
auséncia de agua livre, sendo que o substrato deve possuir umidade suficiente para
proporcionar o0 desenvolvimento do metabolismo dos micro-organismos. O
desenvolvimento deste sistema envolve aspectos de Engenharia Bioquimica, incluindo a
cinética, modelagem matematica, design de biorreatores e sistemas de controle avancado
(PANDEY, 2003; HOLKER e LENZ, 2005; COUTO e SANROMAN, 2006).
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Existem vérios fatores no processo de FES que produzem impactos sobre o sucesso
desta tecnologia. Por exemplo, a sele¢do de micro-organismos e substratos, otimizagdo dos
parametros de processo e também a purificacdo do produto final tém sido um desafio para
esta tecnologia. Outros aspectos importantes em FES sdo a selecdo das variaveis que
possuem efeito sobre o processo, bem como a sua otimizagdo. Nisso incluem-se 0s
pardmetros fisico-quimicos e bioquimicos, tais como tamanho de particula, umidade
inicial, pH, pré-tratamento dos substratos, umidade relativa, temperatura de incubacéo,
agitacdo, aeracdo, idade e quantidade de indculo, suplementacdo de nutrientes, extracéo e
purificagdo do produto, entre outros (PANDEY, 2003; SINGHANIA et al., 2009).

2.3.1 Substratos empregados em FES

Segundo relatam Sarkar et al. (2012), € constante o esforco para utilizar residuos
em bioprocessos, seja na forma de suporte e/ou de substrato, entretanto, a selecdo adequada
do substrato é de fundamental importancia para o sucesso de qualquer tipo de fermentacéo.
Para o0 caso da FES em especial, os substratos sélidos devem ser constituidos basicamente
de polimeros organicos que se caracterizam pela insolubilidade em agua, e pela capacidade
de promover o crescimento microbiano, mesmo sem a adi¢do de nutrientes suplementares
(COSTA, 1996; SPIER, 2005).

O substrato lignocelul6sico ideal precisa ser barato, bem processado, avaliado em
grandes quantidades e, para que ocorra sua hidrélise e producdo enzimatica, a composicao
também precisa ser ajustada (JUHASZ et al., 2005).

A opc¢do por materiais agroindustriais deve-se ao fato de possuirem as seguintes
caracteristicas: sdo recursos renovaveis: sua producdo depende de outra atividade
produtiva; muitas vezes € um subproduto ou produto secundéario, sendo produzidos em
grande quantidade e normalmente constituem um problema localizado, quando
considerados rejeitos ou descarte industrial, que necessitam de algum tratamento ou
alguma aplicacdo (SINGHANIA et al., 2008).

Desde que esta biomassa seja constituida majoritariamente por celulose e
hemicelulose, existem inGmeras possibilidades de aproveitamento destes residuos. No
entanto, a composi¢do e proporgdo dos constituintes dos residuos lignocelulésicos variam
ndo apenas de acordo com o tipo do residuo, mas também com fatores relacionados a

origem, safra, condi¢des e tempo de armazenamento do residuo (Tabela 2).
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Tabela 2: Composicdo quimica parcial dos residuos lignocelulosicos em estudo relatados
na literatura.

_ Substrato_ Celulose Hemicelulose Lignina Referéncias
lignocelul6sico (%) (%) (%)

33,6 33,6 18,5 Nassar et al. (1996)
40,1 26,4 25,1 Neureiter et al. (2002)
38,9 26,2 23,9 Laser et al. (2002)

Bagaco de cana 54,3 24,4 29,7 Rosa e Garcia (2009)
42,3 28,6 21,7 Agnihotri et al. (2010)
45,5 27,0 21,1 Rocha et al. (2011)
43,1 25,2 22,9 Rocha et al. (2012)
41,0 30,1 21,2 Yoon et al. (2012)
38,0 n.a. 22,0 Nakata et al. (1989)
31,3 24,3 14,3 Zanzi (2001)

Casca de Arroz 34,4 29,3 19,2 Williams (2000)
35,0 25,0 20,0 Krishnani et al. (2008)
30,9 n.a. 16,2 Adel et al. (2011)
35,0 33,0 23,0 Johar et al. (2012)
36,4 12,5 1,75 Corredor et al. (2008)
38,4 10,2 2,8 Mielenz et al. (2009)

Casca de soja 33,4 17,1 9,8 Brijwani et al. (2010)
39,7 25,5 9,1 Cassales et al. (2011)
35,3 17,2 2,3 Yoo et al. (2011)

n.a.= Nao Avaliado

2.3.1.1 Bagaco de cana

A cana é uma graminea, cultivada em regibes tropicais e subtropricais,
apresentando a propriedade de sintetizar e armazenar significativa quantidade de sacarose
em seus tecidos de reserva. Possui um sistema com duas fases, a fase sélida, também
chamada de fibra, constituida de celulose, hemicelulose e lignina e, a fase liquida cujo
caldo contém substancias orgéanicas e 90% de sacarose (NOGUEIRA e VENTURINI
FILHO, 2005).

O bagaco de cana-de-agucar €, sem duvida, o residuo agroindustrial obtido em
maior quantidade no Brasil. Estima-se que as industrias de aclcar e alcool gerem 195
milhdes de toneladas desse material. A partir de cada tonelada de cana-de-agticar moida na
industria obtém-se 700 litros de caldo e 300 kg de bagaco (FERREIRA-LEITAO et al.,
2010; BORTOLAZZO, 2011).

O bagaco resultante ap0s a extracdo pode ser queimado para O processo de

producéo de calor nas caldeiras, mas ndo substitui na totalidade a lenha, resultando num
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excedente de 12%. Além da queima é comercializado para a fabricacdo de conglomerados,
(em grandes destilarias), na producao de ra¢do animal, na indudstria quimica, na fabricacao
de papel. Estas sdo alternativas de aproveitamento, porém ndo se consegue esgotar o
excesso deste residuo (BORTOLAZZO, 2011). Segundo Hassuani et al. (2005), tem se
investido muito em tecnologias para o aproveitamento total da cana-de-agUcar, para
também utilizar o bagaco na producdo de combustivel. A utilizacdo deste bagago
excedente poderia suprir o0 abastecimento da usina sucroalcooleira, proporcionando
vantagens sdcioambientais e elevacdo do rendimento econémico do processo.

A constituicdo quimica do bagaco (Tabela 2) depende de diversos fatores entre eles:
0 tipo de solo, tipo de cana, as técnicas de colheita e 0 manuseio empregado
(RODRIGUES e CAMARGO, 2008).

2.3.1.2 Casca de arroz

O arroz é um dos mais importantes grdos em termos de valor econémico. E
considerado o cultivo alimentar de maior importancia em muitos paises em
desenvolvimento, principalmente na Asia e Oceania, onde vivem 70% da populacio total
dos paises em desenvolvimento e cerca de dois tercos da populagdo subnutrida mundial. E
alimento béasico para cerca de 2,4 bilhdes de pessoas e, segundo estimativas, até 2050,
havera uma demanda para atender ao dobro desta populacdo (EMBRAPA, 2012).

Com o beneficiamento do gréo de arroz resultam, em média, 72% de graos limpos,
8% de farelo e 20% correspondem a casca. Entre os residuos gerados pelo beneficiamento
de arroz, a casca é sem ddvida o mais preocupante, uma vez que o farelo e os fragmentos
de graos sao aproveitados na fabricacdo de farinhas, alimentacdo animal e na fermentacao
da cerveja (devido ao seu alto valor nutritivo), enquanto que o principal destino da casca de
arroz é a queima ou, simplesmente, o seu acimulo (LUDWIG, 2004).

O grande volume de casca de arroz, a baixa densidade desta (0,08-0,16 g cm™), a
necessidade de espago para armazenamento, o problematico manuseio e o elevado custo de
transporte sdo os principais problemas na industria arrozeira (ARMESTO et al., 2002).
Além disso, a casca de arroz permanece em sua forma original por longos periodos de
tempo (aproximadamente 5 anos), contribuindo para a geracéo de solo arenoso e de pouca
produtividade (ZUCCO, 1999).
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A casca de arroz € o revestimento protetor formado durante o crescimento do grao
de arroz, composta por quatro camadas estruturais: 1) epiderme externa, coberta com uma
espessa cuticula de células silificadas; 2) esclerénquima ou fibra hipoderme, com parede
lignificada; 3) célula parénquima esponjosa; 4) epiderme interna. Nestas camadas
encontram-se componentes organicos e inorganicos, sendo que a composi¢ao quimica da
casca de arroz varia de acordo com o tipo de solo e condigGes de cultura. Os principais
componentes da casca sdo celulose e hemicelulose, além de lignina (Tabela 2) e
componentes organicos e inorganicos (ANGEL e VASQUEZ 2009).

Estudos apresentam a utilizacdo de casca de arroz na obtencdo de combustivel
gasoso e alcool, e a utilizacdo das suas cinzas como adsorvente de 6leos, aditivo em

concreto e materiais poliméricos (REYES et al., 1998).

2.3.1.3 Casca de soja

A soja € um grdo muito versatil que da origem a produtos e subprodutos muito
usados pela agroindustria, industria quimica e de alimentos. Seu uso mais conhecido, no
entanto, é como Oleo refinado, obtido a partir do déleo bruto, do qual, neste processo
também é produzida a lecitina. A soja vem crescendo também como fonte alternativa de
combustivel. O biodiesel de soja vem sendo testado por instituicfes de pesquisa, como a
Embrapa, além de estar sendo testado em diferentes cidades brasileiras (EMBRAPA,
2012).

No processamento para extracdo do 6leo, tém-se como principais subprodutos o
farelo de soja, de elevado teor proteico e de baixa concentragéo de fibra, e a casca de soja,
pelicula que reveste o grdo. Obtém-se ainda o residuo da limpeza da soja, que pode, em
determinadas situacdes, ser incorporado a casca de soja (MOREIRA et al., 2009).

A casca de soja consiste da primeira camada que cobre o grdo de soja e € um dos
subprodutos/residuos obtidos no processo de extracdo de 6leo do grdo. Para cada tonelada
de soja processada, até 2% de cascas sdo geradas. A composi¢do quimica da casca de soja
varia, dependendo da tecnologia de processamento, da genética da planta, do solo, e das
condigdes de crescimento, entre outros fatores. Com relagdo as caracteristicas nutricionais
a casca de soja possui alto teor de fibras, porém baixa quantidade de lignina (2%),
obtendo-se digestibilidade em torno de 90% (ZAMBOM et al., 2001).
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Devido a sua disponibilidade energética, a casca de soja é basicamente utilizada na
substituicdo total e parcial do milho, do feno e de fontes proteicas na alimentacdo de
ruminantes (LUDDEN et al., 1995; MOREIRA et al., 2009; GENTIL et al., 2011).

2.3.2 Bioprodugéo de celulase e xilanase

Existe uma grande variedade de micro-organismos envolvidos na producdo de
celulase, incluindo bactérias aerdbicas e anaerobicas (WANG et al., 2009); fungos da
podriddo branca e podriddo mole (TANAKA et al., 2009; LO et al., 2010) e fungos
anaerobios (DASHTBAN et al., 2009; LJUNGDAHL, 2008). Em fungos filamentosos,
actinomicetos e bactérias aerobias as celulases sdo secretadas principalmente como
moléculas livres. A maioria das celulases exploradas para aplicacdes industriais sdo de
fungos filamentosos, como Trichoderma, Penicillium, Fusarium, Humicola,
Phanerochaete, etc, onde um grande nimero de celulases é encontrado (BAK et al., 2009;
SIQUEIRA et al, 2010).

A maioria dos relatos sobre a producdo de celulases microbianas utilizam a
tecnologia de Fermentacdo Submersa (FS) e o micro-organismo amplamente estudado em
producdo de celulase é o Trichoderma reesei. No entanto, na natureza, o crescimento e a
utilizacdo de celulose por micro-organismos aerdbicos para a producdo de celulases
provavelmente se assemelha & Fermentagdo em Estado Solido (FES) (HOLKER et al.,
2004; ZHU et al., 2009). Embora a forma de crescimento filamentoso cause dificuldades
na transferéncia de massa em comparagdo com a fermentacdo ou crescimento bacteriano,
tecnologias eficientes foram desenvolvidas para o &cido, antibi6tico organico e producédo
de enzimas nativas de fungos filamentosos (WIEBE, 2003). Estes fungos filamentosos
produzem celulases complexas com todas as trés classes de enzimas em proporcoes
diferentes necessarias para a completa hidrdlise da celulose.

O Trichoderma reesei é o fungo celulolitico melhor caracterizado e o mais utilizado
industrialmente para a producdo de celulases. Ele produz duas celobiohidrolases (CBHI e
CBHII) e duas endo-glucanases (GE1 e GEZ2), numa propor¢do aproximada de
60:20:10:10, que, juntos, podem fazer até 90% do pool de enzimas, enquanto sete B-
glicosidases-BGLI-BGLVII secretadas por este fungo geralmente representam menos de
1% (LYND et al., 2002; HERPOEL-GIMBERT et al., 2008).
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As xilanases sdo produzidas por diferentes bactérias e fungos, como exemplo,
Trichoderma sp., Bacillus sp., Aspergillus sp., Penicillium sp., Aureobasidium sp. e
Talaromyces sp. (L1 et al., 2000).

Porém, a producdo de xilanase comercial se concentra principalmente nos fungos
Trichoderma sp. e Aspergillus sp. A procura por cepas fangicas € maior pela facilidade de
extracdo da enzima do ponto de vista industrial, j& que os fungos sintetizam enzimas
extracelulares que sdo lancadas em um substrato externo e, portanto, elimina-se a etapa de
rompimento celular (HALTRICH et al., 1996).

Em FES varias fontes de carbono (substrato principal) podem ser utilizadas para
producdo de celulases, entre elas cita-se: palha de trigo (YANG et al., 2006); fibra de
palmeira (LAKSHMI et al., 2009); casca de soja (BRIJWANI et al., 2010); farelo de trigo
e torta de soja (PAL e KHANUM, 2010); casca de arroz (KAPILAN e ARASARATNAM,
2011); casca de banana (YANG et al., 2011); farelo de trigo (NAGAR et al., 2011;
FALKOSKI et al.,, 2013; RAGHUWANSHI et al., 2014); bagago de cana-de-agucar
(CUNHA et al., 2012); torta da semente de pinhdo-manso (Jatropha curcas) (NCUBE et
al., 2012); bagaco de macd (DHILLON et al., 2012); casca de batata (SANTOS et al.,
2012); tronco de palmeira moido (ANG et al., 2013); palha de arroz (NARRA et al., 2014).

Os bioprocessos usados atualmente e o tipo de substrato para a producdo de
celulase e xilanase com base na literatura sdo apresentados na Tabela 3. N&o é possivel
fazer uma comparacdo entre os rendimentos e as atividades de celulase e xilanase nos
trabalhos citados devido a diferencas nos métodos de ensaio e a forma de como as

atividades estdo sendo expressas.
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Tabela 3: Substrato, forma de cultivo e micro-organismos que produzem diferentes enzimas lignoceluloliticas.
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Micro-organismos Substratos Forma}s de Enzimas Referéncias
Cultivo

FPase 0,88 U.mL™

T. viridae Bagaco de cana FS CMCase 33,8 U.mL™ Adsul et al. (2004)

B-glicosidase 0,33 U.mL™
T. reesei RUT C30 Farelo de trigo FES 3,8 U.gds™ FPU Singhania et al. (2007)
iy : FPase 1,72 lU.mL™*

P. citrinum Farelo de trigo FES EG 1.89 IU.mL" Dutta et al. (2008)
FPase 13,38 U.g™

Aspergillus ellipticus Palha de trigo FES c26,68U.g" Acharya et al. (2010)
EG 130,92 U.g*

Penicillium citrinum Y S40-5 Farelo de arroz FES B-glicosidase 159,1 U.g* Ng et al. (2010)

Aspergillus niger DFR-5 Farelo ((jjs ;gj%mtorta FES Xilanase 2596 1U.gds™ Pal e Khanum (2010)
FPase 35,8 IU.g™" )

. . Palha de arroz + B-glicosidase 33,71 1U.g° .
A. niger + T. reseei farelo de trigo FES CMCase131,34 1U.g" Dhillon et al. (2011)
Xilanase 3106,34 1U.g*

Aspergillus niger Farelo de trigo FES EG56,1U.g* Farinas et al. (2011)

Aspergillus nidulans 1 . i

MTCC344 Bagaco de cana FES EG 28,96 U.g Jabasingh e Nachiyar (2011)

Bacillus pumilus Casca de arroz FES Xilanase 142,0 U.g* DM Kapilan e Arasaratnam (2011)

Promicromonospora sp Palha de arroz FES Xilanase 85,0 1U.g™ Kumar et al. (2011)

MARS
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Tabela 3: Continuagédo
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Formas de

Micro-organismos Substratos Cultivo Enzimas Referéncias
Penicillium decumbens L-06 Farelo de arroz FES FPase 5,76 U.g* Long et al. (2009)
-1
A. fumigatus Z5 Palha de milho FES CFl\ggsaesifjg'%Uégl Liu et al. (2011a)
Bacillus pumilus SV-85S Farelo de trigo FES Xilanase 73+ 1 1U.g™ Nagar et al. (2011)
EG0,48 U.mL™
Coprinopsis cinerea Casca de banana FS FPase 0,26 U.mL™ Yang et al. (2011)
EX 38,10 UmL™
FPase 2,5 U.g™"
Chrysoporthe cubensis Farelo de trigo FES CMCase 33,8 U.g™ Falkoski et al.(2013)
Xilanase 362,3 U.g™
Tronco de palmeira FPase 3,35U.9
Aspergillus fumigatus SK1 moigo FES CMCase 54,27 U.g* Ang et al. (2013)
Xilanase 418,70 U.g*
Phanerochaete chrysosporium FPase 0,128 U'mII-l
NCIM 1106 Palha de sorgo FES EG 2,42 U.mL’ Waghmare et al. (2014)
Xilanase 26,8 U.mL™
Trichoderma viride-IR05 Bagaco de cana FES Xilanase 56,6 U.g™ Irfan et al. (2014)
Aspergillus terreus Palha de arroz FES EG 33,12 U.g™ Narra et al. (2014)

EG = Endoglucanase; EX = Enxoglucanase.
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A crescente necessidade de enzimas celuloliticas como biocatalisadores para a
eficiente conversdo de celulose em bioetanol tem aumentado o interesse nos sistemas de
digestdo da celulose em insetos (WATANABE E TOKUDA, 2010). Willis et al. (2011)
estudaram a identificacdo, clonagem e expressdao de uma celulase obtida de Tribolium
castaneum (Coleoptera: Tenebrionidae), esta que esta entre as pragas secundarias mais
importantes de produtos alimenticios armazenados. O trabalho apresentou a primeira
caracterizacdo funcional de uma celulase derivada de um genoma de insetos, com
aplicacdes potenciais na industria de biocombustiveis, devido a sua alta atividade relativa

em pH alcalino.

2.4 Aspectos importantes relacionados a enzimas lignoceluliticas

Milhdes de anos atras, o carbono atmosférico foi capturado pelas plantas em um
processo chamado fotossintese, e ao longo do tempo foi manifestado em petréleo e carvao.
No entanto, desde a revolucdo industrial, temos usado muito destas fontes de energia,
causando a liberacdo excessiva de carbono na atmosfera. Assim, ao longo dos ultimos 150
anos os niveis de CO, atmosférico aumentaram de = 280 a = 380ppm (GALBE e ZACCHI,
2002; HOEGH-GULDBERG et al., 2007).

O aumento do consumo de energia, 0 esgotamento de combustiveis fosseis e as
crescentes preocupacdes ambientais ttm mudado o foco de geracdo de energia em relagdo
ao uso de biocombustiveis. A producdo mundial de petréleo esta prevendo o declinio de
cinco vezes abaixo do seu nivel atual até 2050. Com base nos calculos do Conselho
Mundial de Energia, 0 consumo mundial de energia priméaria é de aproximadamente 12
bilhdes de toneladas de carvao por ano. Célculos das Nagdes Unidas tém demonstrado que
a populacdo mundial aumentara para cerca de 10 bilhdes de pessoas em 2050, que por sua
vez, aumentard a demanda de energia a pelo menos 24 bilhdes de toneladas de carvédo por
ano (o dobro do que é consumido hoje em dia) em fungdo do desenvolvimento econémico,
social e politico (SCHIFFER, 2008).

Xaropes de agucares, que sdo derivados da hidrolise da biomassa, podem ser usados
para a producdo de etanol. Esta é atualmente uma opcéo de grande escala que pode ser
usado pelo setor de transportes para combater a mudanca climatica através da reducéo de
gases de efeito estufa. O etanol de primeira geracdo é atualmente produzido através da

conversdo de carboidratos a partir de culturas como o milho (EUA), cana-de-agUcar
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(Brasil) e beterraba (Europa). No entanto, o uso da terra para esses combustiveis compete
com o fornecimento de alimentos e preservacdo ambiental (GOTTSCHALK, et al., 2010).
Como tal, tém-se buscado esforcos para o desenvolvimento e implementacdo de
tecnologias de processo avancado para produzir etanol celulésico a partir de residuos
agricolas com baixo valor agregado, como palha de milho, palha de trigo, bagaco de cana
ou residuos de madeira (LUO et al., 2009).

O uso potencial desses residuos em todo o mundo é realmente significativo. No
Brasil a agroindustria de milho, cana-de-acgucar, arroz, mandioca, trigo, citros e coco geram
coletivamente 597 milhdes de toneladas de residuos por ano. Somente a industria brasileira
de acucar e alcool gera 195 milhdes de toneladas de bagago de cana por ano, sendo que
muitas vezes, este é queimado em usinas de cogeracdo de energia de forma ineficiente e,
como uma forma de reduzir o problema da destinacfo do bagaco (FERREIRA-LEITAO et
al., 2010). Apesar disso, um excedente de 12% permanece inexplorado e pode ser usado
como matéria-prima para a producdo de etanol lignocelulésico, aumentando assim a
producdo de combustivel por area plantada (HASSUANI et al., 2005). Além disso, um
aumento de 12 para 50% no excedente de bagaco foi previsto, sobre o aumento da
eficiéncia das caldeiras e do sistema de geragéo de eletricidade (BON e FERRARA, 2008).
Segundo Sarkar et al. (2012) a palha de arroz, palha de trigo, palha de milho e bagaco de
cana sdo 0s quatro principais residuos agricolas em termos de quantidade de biomassa
disponivel e mais favoraveis para a producdo de bioetanol, devido a sua disponibilidade ao
longo do ano. A Asia é o maior produtor de palha de arroz e trigo, enquanto palha de milho

e bagaco sdo na sua maioria produzidos na América (Tabela 4).

Tabela 4: Quantidade de residuos agricolas (milhdes de toneladas) com possibilidade de
aplicacdo para producao de bioetanol.

Substrato Africa Asia  Europa América Oceania Referéncias
Palhadearroz 20,90 667,60 3,90 37,20 1,70  BALAT et al. (2008)
Palha de trigo 534 14520 132,59 62,64 8,57 KIM e DALE (2004)
Palha de milho 0 33,90 28,61 140,86 0,24  KIM e DALE (2004)

Bagacodecana 11,73 74,88 0,01 87,62 6,49  KIM e DALE (2004)
Fonte: Sarkar et al. (2012).
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Para bioconversdo de biomassa lignoceluldsica em agUcares, eficazes e econ6micos
pré-tratamentos devem ser desenvolvidos de tal forma que um alto rendimento de acglcares
fermentaveis possam ser obtidos na etapa de hidrélise enzimatica subsequentes; condigdes
de pré-tratamento também devem ser balanceados para evitar a formacéo de inibidores da
hidrélise e processos de fermentacéo da biomassa (SANCHEZ e CARDONA, 2008). Além
disso, o baixo custo, a estabilidade e a eficiéncia das enzimas também sdo de suma
importancia, isto porgue o alto custo de enzimas restringe seu uso em aplicacdes de larga
escala para a conversdo de materiais lignoceluldsicos.

Atualmente as celulases sdo a terceira enzima industrial mais comercializada em
todo o mundo, devido as suas amplas aplicacdes (SAQIB et al., 2010). No entanto, podem
se tornar enzimas industriais de maior interesse, se o etanol for produzido a partir da
biomassa lignocelulésica por via enzimatica, tornando-se assim o principal combustivel
para o transporte (WILSON 2009).

Embora a maioria das empresas produtora de enzimas em todo o mundo esteja
envolvida na producéo e comercializacdo de celulases e xilanases para diversas aplicacdes,
existem poucas delas que desenvolvem estas enzimas para a conversao de biomassa, no
qual as mais bem sucedidas delas provavelmente séo a “Genencor” ¢ a “Novozymes”.
Ambas as empresas tém desempenhado papel significativo na reducdo de custos através de
pesquisas e adocdo de novas tecnologias. A Genencor langou a Accelerase® 1500, uma
celulase complexa destinada especificamente para a inddstria de processamento de
biomassa lignoceluldsica. A Accelerase® 1500 é produzida por uma cepa modificada
geneticamente de Trichoderma reesei. Tal preparacdo enzimatica apresenta elevados niveis
de atividade de B-glicosidase em relagdo a outras celulases comercias disponiveis no
mercado de modo assegurar a quase completa conversdo de celobiose em glicose. A
Genencor lancou também a Accelerase® XY suplementada com a enzima xilanase que
melhora tanto a conversdo de xilana (C5) e glucana (C6) quando misturada com outras
Accelerase®. A Novozymes por sua vez, também apresenta uma grande variedade de
celulases disponiveis tais como a Cellusoft® AP e Cellusoft®CR utilizadas na industria
téxtil, a Carezyme® e Celluclean usada em detergentes e a Denimax®601l usada na
industria de jeans para o stonewash a baixas temperaturas, assim como outras
determinac6es especificas (SINGHANIA et al., 2010).
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A Tabela 5 apresenta os principais fornecedores de celulases com diferentes marcas
e fonte de origem, muitos dos quais podem ser cepas modificadas geneticamente.

Tabela 5: Celulases comerciais microbianas produzidas por diferentes empresas.

Enzimas Fornecedor Fonte
Cellubrix (Celluclast) Novozymes T. longibrachiatum e A. niger
Novozymes 188 Novozymes A. niger

Cellulase 2000L Rhodia-Danisco T. longibrachiatum/T. reesei

Rohament CL Rohm-AB Enzymes  T. longibrachiatum/T. reesei
Viscostar 150L Dyadic T. longibrachiatum/T. reesei
Bio-feed beta L Novozymes T. longibrachiatum/T. reesei
Energex L Novozymes T. longibrachiatum/T. reesei
Ultraflo L Novozymes T. longibrachiatum/T. reesei
Viscozyme L Novozymes T. longibrachiatum/T. reesei
Cellulyve 50L Lyven T. longibrachiatum/T. reesei
GC 440 Genencor-Danisco T. longibrachiatum/T. reesei
GC 880 Genencor T. longibrachiatum/T. reesei
Spezyme CP Genencor T. longibrachiatum/T. reesei
GC 220 Genencor T. longibrachiatum/T. reesei
Accelerase®1500 Genencor T. reesei

Cellulase AP30K Amano Enzyme A. niger

Cellulase TRL Solvay Enzymes T. reesei/T. longibrachiatum
Econase CE Alko-EDC T. reesei/T. longibrachiatum
Cellulase TAP106 Amano Enzyme T. viride

Biocellulase TRI Quest Intl. T. reesei/T. longibrachiatum
Biocellulase A Quest Intl. A. niger

Fonte: Singhania et al. (2010)

2.5 Bioconversdo e aspectos biotecnolégicos da degradacdo de materiais

lignocelul6sicos

A bioconversdo de residuos lignoceluldsicos para materiais valiosos, como o etanol
de segunda geracdo é mais complicada do que a bioconversao de residuos a base de amido
e, portanto, requer quatro etapas de tratamento, dos quais os trés primeiros sdo bio-
processos relacionados e o quarto é essencialmente um processo de engenharia quimica
que ndo sera discutido em grande detalhe; i) pré-tratamento; ii) depolimerizacdo
(sacarificacdo) de celulose e hemicelulose sem acUcares solUveis (hexoses e pentoses) por
um processo conhecido como hidrdlise; iii) a conversao destes aglicares monomericos para

produtos valiosos tais como o etanol em um processo de fermentacdo e iv) separacdo e
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purificacdo dos produtos (Figura 6). A fim de melhorar o rendimento, cada passo no
processo de bioconversdo tem que ser otimizado. Além disso, a integracdo de processos
tem de ser considerado, a fim de minimizar a demanda de energia de processo (HAHN-
HAGERDAL et al., 2006). Para melhor entendimento dos mecanismos envolvidos em cada

etapa, seréo discutidos abaixo cada um dos itens da bioconverséo.

Figura 6: Esquema para a conversdo de biomassa lignocelulésica em etanol de segunda
geracdo, incluindo os principais passos.
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Fonte: Dashtban et al. (2009).

2.5.1.Pré-tratamento

E necesséario o pré-tratamento dos residuos lignoceluldsicos porque do contrério a
hidrolise é lenta, resultando assim no baixo rendimento do produto. Alguns métodos de
pré-tratamento aumentam o tamanho dos poros e reduzem a cristalinidade da celulose
(Figura 6). O pré-tratamento da celulose a torna mais acessivel as enzimas celuloliticas, o

que reduz a quantidade de enzima necessaria e, portanto, os custos (MOSIER et al., 2005).
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No método de pré-tratamento quimico com acido, por exemplo, hemiceluloses sdo
atingidas, enquanto no pré-tratamento catalisado por bases, é removida principalmente a
lignina. Ja que muitas enzimas celuloliticas obtidas por fungos (fungos derivados celulases
e B-glicosidases) trabalham em pH baixo (geralmente 4-5), o pré-tratamento acido parece
ser a melhor opcdo quando enzimas de fungos séo escolhidas para a hidrélise (HAHN-
HAGERDAL et al., 2006).

Além disso, alguns dos principais fatores que afetam a taxa de degradagédo
bioldgica de material lignocelul6sico pelas enzimas sdo: cristalinidade da celulose, sua area
superficial acessivel e protecdo por lignina e hemicelulose, grau de polimerizacdo da
celulose e o grau de acetilagdo de hemiceluloses (TAHERZADEH e KARIMI, 2007).

Varios métodos tém sido introduzidos para o pré-tratamento de materiais
lignocelulésicos antes da hidrdlise enzimatica. Estes métodos sdo classificados em pré-
tratamento fisico (moagem, irradiacdo, hidrotérmico, vapor de alta presséo, pirélise); pré-
tratamento fisico-quimico (explosdo a vapor, exploséo a vapor com adi¢do de SO, ou CO»,
agua quente, agentes oxidantes, extracdo com solvente de lignina); pré-tratamento quimico
(hidrdlise acida ou alcalina); e pré-tratamento bioldgico (fungos e actinomicetos), embora
nem todos tenham se desenvolvido o suficiente para ser vidvel em aplicacbes de processos
de grande escala (TAHERZADEH e KARIMI, 2008; HENDRIKS e ZEEMAN, 2009).

O pré-tratamento a vapor € um dos métodos mais investigados para a bioconversao.
Estudos demonstram que o rendimento de acucar e a taxa de hidrélise aumentaram apds os
substratos serem pré-tratados a vapor, seguidos da deslignificacdo (PAN et al., 2004;
KUMAR et al., 2010).

2.5.2. Hidrolise

Depois do pré-tratamento, celulose e hemiceluloses s&o hidrolisados em acUcares
soliveis monoméricos (hexosese pentoses) utilizando celulases e hemicelulases,
respectivamente (Figura 6).

2.5.3. Fermentagéo

No processo de fermentagcdo, os produtos hidrolisados incluindo hexoses

monoméricas (glicose, manose e galactose) e pentoses (xilose e arabinose) serdo
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fermentados para produtos de valor tais como o etanol de segunda geracdo (Figura 6).
Entre estes produtos hidrolisados, a glicose é normalmente o mais abundante, seguida por
xilose ou manose e outros agucares de menor concentragdo. Saccharomyces cerevisiae é 0
micro-organismo frequentemente e tradicionalmente usado para a fermentacdo de etanol a
base de amido de residuos em escala industrial (HAHN-HAGERDAL et al., 2006).

A S. cerevisiae tem algumas vantagens como a sua ampla aceitacdo, isto porque a
alta taxa de fermentacdo e a tolerancia ao etanol o tornam um bom candidato para
processos de fermentacdo. No entanto, esta levedura € incapaz de utilizar eficientemente
xilose como Unica fonte de carbono ou fermenta-la a etanol (CHU e LEE, 2007). Para a
bioconversdo lignoceluldsica industrial ser economicamente viavel, é necessario escolher
micro-organismos capazes de fermentar glicose e xilose. Portanto, muitas tentativas bem
sucedidas foram feitas para melhorar a fermentacdo de xilose em S. cerevisiae
(SCHNEIDER et al., 1981). Além de xilose, S. cerevisiae também é incapaz de fermentar
arabinose, a nédo ser suplementado com meio enriquecido (McMILLAN e BOYNTON,
1994).

Como mostra a Figura 6, as duas Ultimas etapas da bioconversdo de residuos pré-
tratados lignoceluloliticos a etanol (hidrdlise e fermentagdo) podem ser realizadas
separadamente (HFS) (indicado pelas setas pontilhadas) ou através da sacarificacdo e
fermentacao simultaneamente (SFS).

Na Hidrolise e Fermentacdo em Separado (HFS), a hidrdlise da celulose, apds o
pré-tratamento da biomassa para a hidrolise e solubilizacdo da hemicelulose, ocorre num
estagio separado da fermentacdo, bem como a producdo de celulases que séo utilizadas na
hidrélise da celulose. Neste tipo de estratégia os aclcares provenientes da hemicelulose
apos o pré-tratamento podem ser convertidos a etanol em um fermentador separado, sendo
0 solido remanescente, denominado celulignina, encaminhado para a hidrélise da celulose
(PEREIRA Jr. et al., 2008). A vantagem deste método € que ambos 0s processos podem ser
otimizados individualmente (por exemplo, temperatura ideal para a hidrolise ¢ de 45-50
°C, e para a fermentacdo é de 30 °C). Por outro lado, a principal desvantagem ¢ a inibicao
do complexo celulésico pelos aglcares liberados na hidrolise, principalmente celobiose e
glicose que se acumulam no meio, conferindo uma hidrolise incompleta da celulose e
rendimentos ndo muito altos (PHILIPPIDIS et al., 1993).

Na Sacarificacdo e Fermentacdo Simultaneas (SFS), a hidrdlise enzimética e a

fermentagdo das hexoses (agUcares C6) ocorrem na mesma etapa, enquanto a hidrolise da
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hemicelulose ocorre em etapa diferente, bem como a producdo das celulases
(TAHERZADEH e KARIMI, 2007). Essa estratégia de processo apresenta inumeras
vantagens, dentre elas: a reducdo da inibicdo das celulases pelos seus produtos de hidrolise,
uma vez que os glicidios ndo se acumulam no meio; menor complexidade e custo do
processo, comparado ao SHF, pois reduz o numero de reatores; minimizacao dos riscos de
contaminagdo, devido as baixas concentracfes de acucar livre no meio; e maiores
rendimentos de hidrolise, ja que o equilibrio das reacGes enzimaticas € deslocado no
sentido de formacdo de mais produto, visto que a glicose é concomitantemente consumida
(VASQUEZ et al., 2007). No entanto, a principal desvantagem da SFS é a necessidade de
comprometer as condi¢fes de processamento tais como temperatura e pH abaixo do ideal
para cada etapa individual.

A integracdo de processos ainda pode ser encontrada por um processo conhecido
como Bioprocessamento Consolidado (BioPC), que visa minimizar todos os passos de
bioconversdo em uma Unica etapa, em um reator Unico usando um ou mais micro-
organismos. A operacdo BioPC com a producdo de celulase, a hidrolise de
celulose/hemicelulose e fermentacdo de agucares com 5 ou 6 carbonos em uma Gnica etapa
tém mostrado o potencial de fornecer o menor custo para a conversdo bioldgica de

biomassa celulésica para combustiveis (Figura 6) (LYND et al., 2005).
2.6 Consideracdes finais

Com base no apresentado no decorrer deste capitulo, alguns aspectos sao
evidenciados. Ha4 um grande interesse industrial na obtencdo de celulases e hemicelusases
devido a suas potenciais aplicacGes, melhorando a qualidade de produtos, reduzindo os
gastos energéticos, proporcionando um melhor aproveitamento das matérias-primas e ainda
na busca da reducdo de impacto ambientais através de tecnologias limpas e
economicamente acessiveis.

A producdo de etanol de segunda geracdo, obtida apartir de biomassa
lignocelulosica biodegradada por enzimas lignoceluloliticas é uma alternativa que evitaria
a expansdo desmedida das areas de cultivo de grandes culturas, destinadas & producgéo de
alcoois e outros produtos, através do uso de recursos renovaveis. No entanto, um dos
grandes desafios é otimizar a integracdo da engenharia de processo, tecnologia de

fermentagdo, engenharia de enzimas e engenharia metabolica.
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A bioproducdo de enzimas lignoceluloticas, pode ser realizada por cultivos
submersos (FS), e em estado sdlido (FES), o qual vem recebendo maior atencdo como
opcao para fermentacdo por apresentar uma serie de caracteristicas favoraveis. Destaque
especial deve ser feito a utilizacdo de residuos agroindustriais, como fonte de nutrientes
nestes processos, na sua forma natural por possibilitar a0 micro-organismo um ambiente
favoradvel a produgdo dos metabdlitos de interesse, como neste caso as celulases e
xilanases. Por este motivo, tem-se intensificado a busca por micro-organismos e meios
para bioproducdo com condicGes ideais que resultem em enzimas e ou um pool enzimatico
que sejam altamente eficientes permitindo a sua utilizacdo em diversos setores industriais.

Por isso, a busca por fontes renovaveis de energia como o etanol de segunda
geracdo, e de alternativas ao uso do petroleo esta mobilizando internacionalmente e de
forma impar setores académicos, industriais, sociais e governamentais com énfase no

desenvolvimento de processos biotecnolégicos de menor impacto ambiental.
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3.1 Caracterizacdo parcial do complexo celulolitico comercial NS 50013

O complexo celulolitico de Trichoderma reesei (NS 50013) utilizado como
primeira etapa da pesquisa foi doado pela Novozymes Latin América (Brasil). Para tanto
como conhecimento e validagcdo de metodologia, utilizou-se o método de dosagem da
atividade de celulase total em papel de filtro (FPA — Filter Paper Activity) segundo método
de Ghose (1987).

O estudo da caracterizacdo da enzima foi realizado em termos de temperatura
Otima, termoestabilidade, pH 6timo e estabilidade de pH. Além disso, foram determinados
0s parametros cinéticos Ky, € Vmax. A atividade enzimatica da celulase foi determinada

como descrito no item 3.1.6.

3.1.1 Temperatura e pH 6timos sobre a atividade da celulase

A temperatura e pH 6timos na dosagem da atividade enzimatica foram avaliados
por meio de dois delineamentos compostos centrais rotacionais (DCCRs). No primeiro
DCCR foi avaliado o efeito da temperatura e pH na faixa de 40 a 70 °C e 4,5 a 5,5,
respectivamente, utilizando tampdo acetato de sédio 0,2 M. Pela anélise dos efeitos do
primeiro DCCR, foi realizado um segundo DCCR para avaliar os efeitos da temperatura e
pH na faixa de 35 a 60 °C e 5,2 a 8,0, respectivamente, utilizando tampéo fosfato de sodio
0,2 M. A Tabela 6 apresenta os niveis das variaveis independentes investigados nos dois
DCCRs. A atividade da celulase foi determinada como descrito no item 3.1.6 e sua unidade

foi expressa em U.mL™.

Tabela 6: Variaveis e niveis estudados no planejamento fatorial completo 2% para
otimizagdo da atividade nos dois delineamentos experimentais (DCCRS).

Variaveis Independentes / Niveis -1,41 -1 0 1 1,41
Primeiro delineamento experimental

pH 4,5 4,6 5,0 54 55
Temperatura (°C) 40,0 444 55,0 65,6 70,0
Segundo delineamento experimental

pH 5,2 5,6 6,6 7,6 8,0
Temperatura (°C) 35,5 39,0 47,0 56,0 60,0
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3.1.2 Determinagdo da energia de ativagéo da enzima

Para a determinacdo da energia de ativacdo da enzima, foi determinada a atividade
da celulase em uma faixa de temperatura de 30 a 65 °C em tampéo acetato de sodio 0,2 M
pH 5,5. A energia de ativacdo foi calculada com base na equacdo de Arrhenius (Equagdo
1), descrita a seguir:

InA:InK—E (1)
RT

sendo que:

A = atividade da enzima obtida em cada temperatura
K = constante de proporcionalidade

Ea = energia de desativacao enzimatica

R = constante dos gases ideais (8,314 J.mol*K. ™)

T = temperatura absoluta (K)
3.1.3 Inativacdo térmica da celulase

O tratamento de inativacdo térmica foi realizado em banho-maria, na faixa de 30 a
70 °C em pH 5,5, com tampao acetato de s6dio 0,2 M. A inativacdo enzimatica, muitas
vezes segue a cinética de primeira ordem (ANTHON e BARRET, 2002; MAZUTTI et al.,
2007;\). Sob condigbes isotérmicas e isobaricas, a diminuicdo da atividade da enzima em

funcéo do tempo de tratamento pode ser descrita pela Equacao 2:
A=Aexp(-kt) 2)

onde k é a taxa de inativacdo constante; Ay e A sdo a atividade inicial da enzima e a
atividade remanescente ap6s o0 aquecimento pelo tempo t, respectivamente.

E comum expressar reagdes de primeira ordem em termos do valor D (MAZUTTI
et al., 2007; RISSO et al., 2010). O tempo de reducdo decimal, ou D, € definido como o
tempo, a temperatura e pressao constantes, necessarios para uma reducdo de 90% da
atividade inicial. Para as reacdes de primeira ordem, o D € inversamente proporcional a

constante de inativagéo:
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2,303

D=—= ®3)
A energia de desativacdo também foi calculada com base na equagédo de Arrhenius,

conforme:

Ink=InK - % (4)

sendo que:

k = constante de desativacdo da enzima

K = constante de proporcionalidade

Ed = energia de desativacéo enzimatica

R = constante dos gases ideais (8,314 J.mol™K. ™)
T = temperatura absoluta(K)

Outro parametro frequentemente utilizado para representar a inativacdo de micro-
organismos € o pardmetro z, que expressa a variacdo da taxa de desativacdo de enzimas
com a temperatura, 0 que representa um aumento de temperatura necesséria para reduzir
90% do tempo de reducdo decimal. A relacdo entre o tempo de inativacdo de enzimas e a
temperatura é apresentada na seguinte equacdo, onde o tempo de reducdo decimal é
plotado em um grafico como uma funcio da temperatura. E visto um comportamento

linear, onde z é dado por:

= % ) (T _Tref )+ Iog(Dref ) (5)

log(D)
sendo que T e Trr S80 a temperatura do tratamento e a temperatura de referéncia (ambas
em °C), respectivamente, D e Dy sd0 0 tempo de reducdo decimal a temperatura do
sistema e a temperatura de referéncia (ambas em horas), respectivamente. Neste trabalho,
adotou-se a temperatura de referéncia de 50 °C, que corresponde a temperatura 6tima para

atividade da enzima.
3.1.4 Efeito do pH na estabilidade da enzima

O efeito do pH na estabilidade enzimatica foi investigado nas faixas de 3,5-5,5

usando tampéo acetato de so6dio 0,2 M a 50 °C.
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3.1.5 Determinacéo das constantes de Michaelis-Menten

Ensaios com 1,5 FPU.mL™ de celulase foram realizados em tampéao acetato de
sodio 0,2 M pH 5,5 a 50 °C em diferentes concentracdes de substrato: 5 -100 g.L™, sendo
que o tempo de reacdo foi de 60 minutos para cada substrato. Os substratos usados foram:
papel de filtro, bagaco de cana, casca de soja, casca de arroz, palha de trigo, inhame e
yacon. As constantes Ky, e Vs foram determinados para cada substrato estudado pela

linearizacao utilizando o método de Lineweaver-Burk:

Kn[S]
Linearizando-se a Equacéo 6 tem-se:
1 k1 1
- = + —
Vo Vi S Vi @

O residuo agroindustrial mais adequado para a reacdo enzimatica foi determinado
pela analise dos parametros da equacdo de Michaelis-Menten. Do ponto de vista industrial,
é desejavel em reacBes enziméticas, uma taxa constante e maxima, que s6 poderia ser
obtida em baixas concentracdes de substrato. Neste sentido, a equacdo de Michaelis-

Menten poderia ser disposta em uma forma simplificada, conforme:

Vev_ . :kﬂ.sza.s (8)

sendo que o (min™) representa uma constante expressando a relacio entre a taxa de reacéo
maxima (Vmax) € constante de saturacdo (Ky). Quanto mais alto o valor de a, mais
adequado é o substrato para a reacdo enzimatica, uma vez que € desejavel alta taxa de
reacao e baixos valores para a constante de saturacdo, pois indica alta afinidade da enzima

pelo substrato.
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3.1.6 Atividade de hidrolise em papel de filtro (FPase)

Seguindo a proposta de Ghose (1987), com algumas alteracdes, foram pesados 50
mg de papel de filtro Whatman nimero 1 (fonte de celulose) e adicionados a tubos de
ensaio contendo 2 mL de tampéo acetato de sodio 0,2 M, pH 5,5. Um volume de 1 mL da
solugdo enzimatica foi adicionado ao tubo em banho termostatico a 50 °C por 1 hora. A
liberacdo de agUcares redutores foi medida pelo método DNS (MILLER, 1959). Segundo
Ghose (1987), uma unidade de atividade enzimética libera 1 umol de aclcar redutor por

mL de caldo por minuto, ou seja, U = pmol mL*min™,

3.2 Producao de celulases e hemicelulases por Fermentacdo em Estado Solido (FES)

usando Trichoderma reesei NRRL 3652 em residuos agroindustriais

3.2.1 Micro-organismo e preparo do in6culo

O micro-organismo utilizado para producdo de celulases e hemicelulase foi o
Trichoderma reesei NRRL 3652, obtido da ARS Culture Collection (NRRL). A cepa do
fungo filamentoso foi cultivada em meio Potato Dextrose Agar durante 7 dias a 30 °C. A
coleta dos esporos foi realizada adicionando-se 20 mL de solu¢do aquosa de Tween 80
(0,1% v/v) e pérolas de vidro estéreis adicionadas ao frasco, para uma melhor remocao dos
esporos. A suspensdo resultante, quando ndo utilizada de imediato, era armazenada a 4 °C,
por um tempo maximo de 15 dias. Para a contagem dos esporos, 1 mL da suspensao,
retirada assepticamente, foi diluido de 10 a 1000 vezes em solucdo aquosa estéril de Tween
80 (0,1% v/v). A suspensao resultante foi transferida para uma camara de Neubauer (Inlab)
para contagem dos esporos (FREIRE, 1996). A concentracdo da suspensdo foi ajustada

para se alcancar 1x10’ esporos.g™ de substrato seco (DHILLON et al., 2011).

3.2.2 Obtengéo dos substratos

Os substratos utilizados no processo fermentativo para a producéo de celulases e
hemicelulase por FES foram: casca de arroz (CA), que € um subproduto do processo de
beneficiamento do arroz, obtido em uma induUstria de parboilizacdo de arroz (Josapar
Pelotas, RS); casca de soja (CS), que consiste no residuo da extracdo do o6leo de soja,

obtido apos a prensagem de gréos e extracdo com solventes, doado por uma inddstria de
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6leo de soja local (Olfar, Erechim, RS); bagaco de cana (BC), adquirido na Cooperativa
Triticola de Erechim Ltda (Erechim, RS); e pé do palito de erva mate (PPE), que é um
residuo do processamento da erva mate obtido apds o peneiramento do palito moido, sendo
a menor granulometria da peneira, doado por uma industria de erva mate (Bardo Comércio
e Industria de Erva Mate Ldta.,, Bardo de Cotegipe, RS). Todos o0s substratos foram
estocados a temperatura ambiente e utilizados sem tratamento prévio.

A caracterizacdo dos substratos-suporte foi realizada determinando-se a umidade,

carbono, hidrogénio, nitrogénio, enxofre e cinzas.
3.2.3 Anélise elementar

A analise elementar das amostras foi realizada em equipamento CHNS - TRUSPEC
Micro (LECO) 4277 na Central de Analises, Departamento de Engenharia Quimica e
Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de Santa Catarina (EQA-UFSC).

As amostras foram trituradas, homogeneizadas, classificadas em peneira Tyler 60
mesh (<0,250 mm) e secas em estufa. Dois miligramas de amostra foram pesados em
microbalanca (Sartorius, Modelo CP2P, precisdo 0,001 mg) em cépsulas de estanho e
seladas. A cépsula contendo a amostra foi queimada a 1100 °C em um analisador
elementar de carbono (C), hidrogénio (H), nitrogénio (N) e enxofre (S) (LECO, Modelo
TRUSPEC Micro CHNS). O teor de cinzas foi determinado apds a queima das amostras
em uma mufla a 550°C por 6 h. A umidade foi determinada pelo método da AOAC 934.01,
0 qual se baseia na secagem em estufa a 105°C até a amostra atingir peso constante. As
andlises foram realizadas em duplicatas. O teor de oxigénio foi calculado por diferenca
conforme recomendado por Bech et al. (2009), e apresentado na Equacao 9:

0(%)=100—C (%) — H (%) — N (%) — S (%) — CZ (%) )

Sendo que:

O = teor de oxigénio (%);
C =teor de carbono (%);

H = teor de hidrogénio (%);
N = teor de nitrogénio (%);
S = teor de enxofre (%);
CZ = teor de cinzas (%).
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3.2.4 Auvaliacdo cinética para a produgdo de celulases e hemicelulase em diferentes
substratos

As fermentacbes em estado solido (FES) foram conduzidas em béqueres de
polipropileno de 600 mL tampados com manta acrilica hidrofébica, contendo 10 g de
substrato seco com umidade ajustada para 70 % com &gua destilada (DESWAL et al.,
2011). Apds a esterilizagdo (121 °C, 15 min), procedeu-se a inoculacdo do substrato
utilizando-se 2 mL de inculo com 1x10’ esporos.g™ de substrato seco. Os béqueres com
0s substratos lignoceluldsicos bagago de cana, casca de arroz, casca de soja, p6 de palito de
erva mate e a mistura de casca de soja e pé de palito de erva mate (1:1) foram preparados
como descrito acima e em seguida, incubados em camara climatizada (Tecnal TE-410) a
3041 °C, com injecdo de ar umido segundo Dhillon et al. (2011).

O comportamento cinético do processo de producdo de celulases e xilanase foi
acompanhado, realizando analise de amostras destrutivas do fermentado em 0; 3; 6; 9; 12 e
15 dias e as andlises enzimaticas determinadas em duplicata segundo os procedimentos
descritos nos itens 3.2.6, 3.2.7 € 3.2.8.

3.2.5 Processo de extracao das enzimas FPase, carboximetilcelulase (CMCase) e xilanase

O processo de extracdo foi realizado em erlenmeyeres de 250 mL, onde a0 meio
fermentado foi adicionado tampdo citrato de sédio 0,5 M pH 5,5 na razdo 1:15 (3,33 g de
substrato fermentado para 50 mL de tampé&o). Estes frascos foram incubados por 30 min a
50 °C e 100 rpm em agitador orbital. Apds a incubacdo, as amostras foram filtradas,
utilizando-se tecido de nylon e pressdo manual obtendo-se o extrato enzimatico bruto
conforme, Dhillon et al. (2011) com modificacdes.

Todas as determinacGes de atividades enzimaticas foram realizadas em duplicata e
determinadas segundo procedimento descrito nos itens 3.2.6; 3.2.7 e 3.2.8.

3.2.6 Determinacéo da atividade de FPase

Para a enzima celulase, a atividade é determinada como atividade de papel filtro
(FPA) e expressa em unidades de papel filtro (FPU — Filter Paper Units) por volume de

enzima original, como recomendado pela IUPAC (GHOSE, 1987). Durante as reacdes,
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parte da concentra¢do da glicose pode vir da propria enzima e/ou do substrato, uma vez
que o complexo enzimatico pode conter aglcares nutrientes, assim como as extremidades
da celulose podem, as vezes, ser quantificadas como glicose antes de todo o ataque da
enzima. Por esta razdo, os tubos controle, que consistem (a) na enzima sem substrato e (b)
no substrato sem enzima, séo incluidos durante as analises das amostras e tém seus valores
de absorbancia subtraidos dos valores das absorbancias lidas em cada um dos tubos
reacionais.

Assim, a quantificacdo da glicose pelo método do acido dinitrosalicilico (DNS)
(MILLER, 1959), envolveu quatro categorias de reacgdes: (1) tubos das amostras a serem
quantificadas (atividade enzimaética); (2) tubo do branco reacional (para zerar o
espectrofotdmetro); (3) tubos controle da enzima (extrato enzimatico sem substrato); e (4)
tubos controle do substrato (substrato sem extrato enzimatico).

Em cada tubo de ensaio adicionou-se 1,0 mL de tampé&o citrato 0,05 M pH 4,8 e em
seguida, 50 mg de papel filtro enrolado em forma espiral (tiras de aproximadamente 1,0 x
6,0 cm de papel filtro Whatman n° 1), tomando o devido cuidado para que este fique
saturado pelo tampdo. Os tubos foram colocados em um banho termostatico a 50 °C para
que a temperatura se equilibre. Apds 10 minutos, adicionou-se 0,5 mL de extrato
enzimatico e os tubos foram incubados por exatamente 60 minutos. Ao final deste periodo,
os tubos foram removidos e em 0,5 mL do meio reacional adicionou-se 0,5 mL do reagente
DNS com leitura em espectrofotdmetro a 540 nm. Os tubos foram fervidos por 5 minutos a
95 °C e posteriormente transferidos para um banho de gelo fundente. Ao final, adicionou-
se 8 mL da solucdo estabilizante (tartarato de sddio e potassio) e os tubos foram
homogeneizados. Para o preparo do tubo do branco reacional, adicionou-se 1,5 mL do
tampdo citrato e apds os 60 minutos de reacdo aplicou-se 0 método DNS como descrito
anteriormente.

Para o preparo dos tubos controle da enzima, adicionou-se 1,0 mL do tampéo
citrato e 0,5 mL do extrato enzimatico, que ao final do tempo reacional, teve a reacao
paralisada com a adicdo do tartarato de sodio e potéssio. O tubo controle do substrato foi
preparado adicionando-se 1,5 mL do tampéo citrato e 50 mg de filtro de papel enrolado em
espiral, que ao final de 60 minutos, também foi analisado pelo método DNS. A curva
padréo para o teste de FPase foi estabelecida utilizando-se glicose nas concentragdes de

6,7-0,1 mg.mL™. As leituras foram plotadas em um grafico (Absorbancia X Concentracéo
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de glicose), obtendo-se assim a equacao da reta que foi utilizada nos célculos de atividade
enzimatica.

Segundo Ghose (1987), uma unidade de atividade enzimética libera 1 umol de
acUcar redutor por mL de caldo por minuto, ou seja, U = umol mL™ min™. A partir da

Equacdo 10 calculou-se a atividade enzimatica:

Vi

UmL'=ARx— T
018xV, xT,

(10)

Sendo que:

AR = acucares redutores produzidos na etapa de hidrélise (mg.mL™);

V1 = volume total utilizado na hidrolise (volume do tampdo + volume de extrato
enzimatico bruto) (mL);

V¢ = volume de extrato enzimético bruto utilizado na hidrélise (mL);

Ty = tempo de hidrolise (60 minutos);

0,18 = 1umol de glicose (mg).
3.2.7 Determinacéo da atividade de carboximetilcelulase (CMCase)

A atividade celulolitica CMCase foi determinada pela medida dos acucares
redutores produzidos durante a incubacgdo de 0,5 mL do extrato enziméatico com 0,5 mL de
carboximetilcelulose (na forma de sal s6dico) 2% (m/v) em tampdo citrato de sédio 0,05 M
pH 4,8, a 50 °C durante 30 minutos (GHOSE, 1987). Os acucares redutores produzidos
foram determinados espectrofotometricamente, pelo método do DNS (MILLER, 1959), e a
quantificacdo da glicose envolveu quatro categorias de reacgdes: (1) tubos das amostras a
serem quantificadas (atividade enzimatica); (2) tubo do branco reacional (para zerar o
espectrofotbmetro); (3) tubos controle da enzima (extrato enzimatico sem substrato); e (4)
tubos controle do substrato (substrato sem extrato enzimatico).

A curva padréo para o teste de carboximetilcelulase foi estabelecida utilizando-se
glicose nas concentragdes de 6,7-0,1 mg.mL™. As leituras foram plotadas em um gréfico
(Absorbéancia X Concentragdo de glicose), obtendo-se assim a equagdo da reta que foi

utilizada nos célculos de atividade enzimatica.
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Segundo Ghose (1987), uma unidade de atividade enzimatica libera 1 umol de
acUcar redutor por mL de caldo por minuto, ou seja, U = umol mL™min™. A partir da

Equacdo 11 calculou-se a atividade enzimatica:

Vi

UmL'=ARx— T
018xV, xT,

(11)

Sendo que:

AR = accares redutores produzidos na etapa de hidrélise (mg.mL™);

V1 = volume total utilizado na hidrolise (volume do tampdo + volume de extrato
enzimatico bruto) (mL);

V¢ = volume de extrato enzimatico bruto na hidrolise (mL);

Ty = tempo de hidrdlise (30 minutos);

0,18 = 1umol de glicose (mg).

3.2.8 Determinacéo da atividade de xilanase

A atividade de xilanase foi determinada pela quantidade de acglcares redutores
liberados a partir de xilana “birchwood” (Sigma), conforme descrito por Bailey et al.
(1992). Os acucares redutores (como a D-xilose) foram dosados espectrofotometricamente,
pelo método do DNS (MILLER, 1959), envolvendo quatro categorias de reagdes: (1) tubos
das amostras a serem quantificadas (atividade enzimatica); (2) tubo do branco reacional
(para zerar o espectrofotdmetro); (3) tubos controle da enzima (extrato enzimético bruto
sem substrato); e (4) tubos controle do substrato (substrato sem extrato enzimatico bruto).

A solucdo de xilana 1% (m/v) em tampdo citrato de sodio 0,05 M pH 5,3, foi
previamente aquecida, adicionando-se 1,8 mL da solu¢do em tubos que s&o incubados em
banho termostatizado, a 50 °C por 5 minutos. Em seguida, acrescentou-se 200 pL do
extrato enzimatico bruto, incubando-se a mistura por 5 minutos. Desta, retirou-se 0,5 mL,
que foram adicionados a 0,5 mL de DNS. Esta reagdo foi conduzida em banho de agua
fervente por 5 minutos, sendo paralisada com o resfriamento da solu¢do em banho de gelo.
Apbs a adicdo de 8 mL da solucéo tartarato de sddio e potassio, a absorbancia das amostras
foram lidas em espectrofotdmetro a 540 nm, contra um branco reacional.

A curva padrdo para o teste de xilanase foi estabelecida utilizando-se xilose nas

concentracdes de 5,0-0,1 mg.mL™. As leituras foram plotadas em um gréfico (Absorbancia
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X Concentracdo de xilose), obtendo-se assim a equacdo da reta que foi utilizada nos
calculos de atividade enzimatica.

Uma unidade de atividade enzimatica (U) ¢é definida como a quantidade de enzima
capaz de liberar 1 pmol de aglcares redutores, expressos como xilose, por mL por minuto,
a 50°C.

Como fins comparativos e de padronizacdo para 0s ensaio de produgdo, as
atividades enzimaticas finais para FPase, carboximetilcelulase e xilanase, foram expressas

em producdo enziméatica por grama de substrato seco (U.g™) de acordo com a Equacéo 12:

_ [enzima]x V,
M

U g -1 ampéo (12)

Sendo que:
[enzima] = atividade enzimatica (U.mL™);
Viampio = Volume de tampéo na extragéo (mL);

M = massa de substrato seco (g).

3.3 Caracterizacao parcial de celulases e xilanase obtidas por Fermentacdo em Estado

Sélido (FES) usando Trichoderma reesei NRRL 3652 em casca de soja

Para esta etapa, 0 extrato enzimatico bruto foi obtido da condicdo experimental
Otima determinada em etapa anterior da pesquisa da fermentacdo em estado sélido usando
Trichoderma reesei NRRL 3652. Este estudo foi realizado em termos de temperatura
6tima, termoestabilidade, pH 6timo e estabilidade de pH. Além disso, foram determinados
0s parametros cinéticos Kn € Vma As atividades enzimaticas de FPase,
carboximetilcelulase e xilanase foram determinadas como descrito nos itens 3.2.6; 3.2.7 e

3.2.8, respectivamente e sua unidades foram expressas em U.mL™.

3.3.1 Temperatura e pH otimos sobre a atividade de FPase, CMCase e xilanase de

Trichoderma reesei NRRL 3652 fermentado em casca de soja

A temperatura e pH 0timo na dosagem da atividade enzimatica foram avaliados por
meio de um delineamento composto central rotacional (DCCR). Para tanto, foi avaliado o

efeito da temperatura e pH na faixa de 40 a 70 °C e 3,0 a 6,2, respectivamente, para ambas
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enzimas utilizando tampao citrato de sodio 0,05 M. A Tabela 7 apresenta 0s niveis das
variaveis independentes investigados no DCCR.

Tabela 7: Variéveis e niveis estudados no planejamento fatorial completo 22 para
otimizacdo das atividades no delineamento experimental (DCCR).

Varidveis Independentes / Niveis -1,41 -1 0 1 1,41
pH 3,0 3,5 4,6 57 6,2
Temperatura (°C) 40,0 444 55,0 65,6 70,0

3.3.2 Efeito da estabilidade térmica de FPase, CMCase e xilanase de Trichoderma reesei

NRRL 3652 fermentado em casca de soja

A estabilidade térmica de FPase, carboximetilcelulase e xilanase foram testadas
incubando o extrato enzimético bruto em tampao citrato 0,05 M a pH 4,6 nas temperaturas
40; 50; 60 e 70 °C. As amostras foram retiradas em determinados intervalos de tempo, para
as respectivas medidas de atividade. O estudo foi interrompido quando foi verificado a

perda de mais de 50% da sua atividade enzimatica em relacao atividade inicial.

3.3.3 Efeito do pH na estabilidade de FPase, CMCase e xilanase de Trichoderma reesei
NRRL 3652 fermentado em casca de soja

A estabilidade de pH de FPase, carboximetilcelulase e xilanase foram testadas
incubando o extrato enzimatico bruto em tampao citrato de sédio 0,05 M nas faixas de pH
3,5; 45; 55 e 6,5 a uma temperatura de 55 °C. As amostras foram retiradas em

determinados intervalos de tempo medindo-se as respectivas atividades enzimaticas.

3.3.4 Efeito da estabilidade a baixas temperaturas de FPase, CMCase e Xxilanase de

Trichoderma reesei NRRL 3652 fermentado em casca de soja

Amostras do extrato enzimatico bruto foram armazenadas em temperaturas de -80;
-10 e 4 °C e em determinados intervalos de tempo realizou-se medidas de atividade de
FPase, carboximetilcelulase e xilanase a fim de acompanhar a estabilidade das respectivas

enzimas.
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3.3.5 Determinacéo das constantes de Michaelis-Menten

O efeito da concentracdo do substrato na velocidade das reacfes enzimaticas
catalisadas por FPase, CMCase e xilanase foi realizado avaliando-se a atividade enzimatica
em concentragdes variaveis de substrato, em temperatura de 50 °C e tampdo citrato de
sodio 0,05 M pH 4,8 para FPase e CMCase e pH 5,3 para xilanase. Os substratos utilizados
foram papel filtro Whatman n° 1 (1-200 mg.mL™), carboximetilcelulose (1-100 mg.mL™) e
xilana padrdo de “birchwood” (1-30 mg.mL™) para a atividade de FPase, CMCase e
xilanase, respectivamente. Para a determinacdo dos parametros cinéticos, utilizou-se a
Equacdo 7 do modelo de Lineweaver-Burk (1934), graficando-se 1/V em funcédo de 1/S, e

através da equacdo obtida dos dados linearizados, obteve-se o valor de K € Vmsx.
3.4 Sacarificacdo de biomassa

A capacidade de sacarificacdo de diferentes residuos agroindustriais pelo extrato
enzimatico bruto produzido por T. reesei NRRL 3652 em casca de soja foi avaliado. O
extrato enzimatico bruto foi filtrado em bomba de vacuo com o auxilio de papel filtro e
continha atividade de 6,35 U.g™; 4,30 U.g™"; 1228,52 U.g™* para FPase, CMCase e xilanase,
respectivamente. A sacarificacdo enzimatica da casca de soja, bagaco de cana e casca de
arroz (autoclavados por 15 minutos a 121 °C) sem nenhum tratamento foi realizada
comforme Liu et al. (2011a) com algumas modificacdes. Os ensaios foram realizados em
frascos erlenmeyers do qual, 2 g do respectivo residuo lignocelulésico foi adicionado em
100 mL da mistura reacional, contendo: 94 mL de tampé&o citrato de sédio 0,05M pH 5,3; 1
mL de tetraciclina (40p.mL™), com o intuito de inibir a contaminacdo microbiana e 5 mL
do extrato enzimatico bruto. As reacbes foram realizadas em agitador orbital a 150 rpm e
50 °C por um periodo de 7 dias, do qual, amostras foram retiradas da mistura reacional em
intervalos de 24 horas e a liberagdo de AR e glicose na hidrélise foram estimados usando o
método do DNS e GOD-POD, conforme item 3.4.1 e 3.4.2, respectivamente.

Ensaios sem substrato lignoceluldsico e extrato enzimatico bruto (enzima) foram

realizados como controle. A % de sacarificagéo foi quantificada conforme a Equagéo 13:

A, x0,9
LT T

Sacarifica ¢do (%) = —- 5 100

(13)
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Sendo que:
A = acucar liberado ()
0,9 = fator de correcdo para compensar adi¢do de uma molécula de agua durante a hidrélise

P = polissacarideos no substrato lignoceluldsico (g)

3.4.1 Quantificacdo dos acgucares redutores (AR)

Para a quantificacdo dos AR, adicionou-se 0,5 mL das amostras a serem
quantificadas em 0,5 mL de DNS. Os tubos foram mantidos em um banho a 95 °C por 5
minutos para desenvolvimento da coloracdo avermelhada. Apds este tempo reacional, as
amostras foram resfriadas imediatamente pela imersdo dos tubos em um banho de gelo
fundente, adicionando-se em seguida 8 mL da solucdo estabilizante de tartarato de sddio e
potéssio tetrahidratado. Os tubos foram agitados para homogeneizar a solugdo e as leituras
da absorbancia, efetuadas no espectrofotémetro a 540 nm. Para zerar o espectrofotometro,
preparou-se um tubo onde o volume da amostra foi substituido por dgua destilada. Para
determinar a concentracdo dos AR em cada uma das amostras analisadas utilizou-se a

curva-padréo de glicose.

3.4.2 Determinacéo da concentracao de glicose

A concentracdo de glicose foi determinada de acordo com o método enzimatico
Glicose Oxidase/Peroxidase (GOD-POD), proposto por Keston (1956). Trata-se de um Kit
enzimatico contendo um reativo mono-reagente pronto para uso, além de uma solucéo
padrdo de glicose com a concentragdo de 100 mg.dL™. O método baseia-se na oxidacio
enzimatica da glicose através da enzima glicose oxidase (GOD) resultando em perdxido de
hidrogénio, o qual é subsequentemente usado na geracdo da coloracdo rosada pela
peroxidase (POD).

A reacdo a seguir mostra as reagdes enzimaticas ocorridas para a quantificacdo da

glicose.

Glicose + O, + H,0 ___Slicoseoxidese © - Acido Gluconico + H,0,

2 H, O, + Hidroxibenzoato + 4-aminofenazona 2% _ Coloracdo rosada
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Para a quantificacdo da glicose, adicionou-se 30 pL de cada uma das amostras em
estudo em 1,0 mL do mono-reagente. Os tubos foram mantidos em um banho termostatico
a 37 °C por 10 minutos para que houvesse o desenvolvimento da coloracdo rosada e em
seguida, efetuou-se a leitura da absorbancia em espectrofotometro a 505 nm.

Os tubos do branco da reacdo e do padréo de glicose foram feitos juntamente com
os tubos das amostras. Para o branco adicionou-se 30 puL de dgua destilada em 1,0 mL do
reagente enzimatico e para o tubo padréo adicionou-se 30 pL da solug¢do padrao de glicose
(100 mg.dL™) em 1,0 mL do mono-reagente enzimatico. Outra observacdo relevante do
fabricante é que, quando a leitura do branco apresenta absorbancia acima de 0,300, o
mono-reagente deve ser descartado, ja que isso indica uma deterioracdo do reativo de
trabalho. A cor final da reacdo devera ser estdvel por 60 minutos. Para determinar a
concentracdo de glicose utilizou-se a solucdo padrdo como calibrador e os calculos foram

realizados através da Equagdo 14.

Glicose (mg.dL?) = _Apsorbanciadoteste ,
Absorbéancia do padrdo (14)

3.5 Analise estatistica

A tabulacdo dos resultados, calculo de médias e desvio padrdo foram realizados
utilizando o Microsoft Excel® 2010 (Microsoft Co). A analise de variancia (ANOVA) e
Teste de Tukey, em nivel de 95% de confianca, foi realizada empregando o software
Statistica® 7.0 (STATSOFT, INC). A andlise estatistica dos efeitos e da interacdo entre as
variaveis estudadas nos planejamentos propostos foram realizadas utilizando-se o software
Statistica® 7.0 (STATSOFT, INC) em nivel de confianca de 95%, (p<0,05).
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4.1 Caracterizacao parcial da celulase NS 50013

4.1.1 Temperatura e pH étimo sobre a atividade da celulase

O pH e a temperatura Otimos para atividade da celulase NS 50013 foram
determinados através da execucdo de 2 delineamentos compostos centrais rotacionais
DCCRs). No primeiro, utilizou-se tampéo acetato de sodio 0,2 M e no segundo tampé&o
fostato de s6dio 0,2 M, totalizando 11 experimentos cada DCCR (2% ensaios com 2 pontos
axiais para cada variavel independente e 1 ponto central para cada variavel independente
repetido 3 vezes).

A Tabela 8 apresenta os resultados obtidos no primeiro DCCR em relacdo a
atividade da enzima em funcao da temperatura e pH utilizando tampé&o acetato de sodio 0,2
M. Os valores de atividade da celulase NS 50013 obtidos experimentalmente variaram de
0,73 a 3,24 FPU.mL™ (ensaios 3 e 2, respectivamente).

Tabela 8: Matriz do DCCR (valores reais e codificados) com a resposta em termos da
atividade enzimatica da celulase NS 50013 em funcéo do pH e temperatura usando tampao
acetato de sodio.

Ensaio pH Temperatura (°C) Atividade (FPU.mL™)

1 46 (-1) 44,4 (-1) 2,07

5,4 (1) 44,4 (-1) 3,24
3 4,6 (-1) 65,6 (+1) 0,73
4 5,4 (1) 65,6 (+1) 1,10
5 4,5 (-1,41) 55,0 (0) 1,32
6 5,5 (+1,41) 55,0 (0) 2,58
7 5,0 (0) 40 (-1,41) 3,02
8 5,0 (0) 70 (+1,41) 0,76
9 5,0 (0) 55,0 (0) 2,63
10 5,0 (0) 55,0 (0) 2,71
11 5,0 (0) 55,0 (0) 2,53

Os dados da Tabela 8 foram tratados estatisticamente com o objetivo de determinar
os efeitos das varidveis estudadas sobre a atividade enzimdtica. Os resultados sédo

apresentados na Figura 7.
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Figura 7: Efeitos dos parametros do modelo que representa a atividade da celulase NS
50013 obtidos no primeiro DCCR usando tampdo acetato de sodio.

(2)Temperatura(L) -20,%
(1)pHL) 10,00034
Temperatura(Q) -8,13217
PHEQ) 7,46381
1Lby2L -3,41893
p=0,05

A andlise estatistica permitiu a constru¢do de um modelo empirico e verificar que
as variaveis avaliadas foram estatisticamente significativos (p <0,05) no intervalo avaliado.
Os termos lineares de temperatura e pH mostraram que um aumento do pH e a diminui¢ao
da temperatura poderiam melhorar a atividade enzimatica. Ambos os termos quadraticos
apresentaram influéncia negativa sobre a atividade, indicando a presenca de um ponto
méaximo. A Equacdo 15 representa o modelo codificado da atividade enzimatica em funcao
do pH e temperatura, que foi validado pela analise de variancia (ANOVA) e apresentou um
coeficiente de variacdo de 0,99, permitindo a construcao do grafico de contorno.

Y =2,62+0,42- pH —0,37- pH?-0,84-T —-0,40-T?-0,20- pH - T (15)

sendo que Yras é a atividade enzimatica calculada (FPU.mL™) usando tamp&o acetato de
sodio, pH e T sdo as variaveis codificadas independente.

A Figura 8 apresenta as curvas de contorno obtidas no primeiro DCCR usando
tampédo acetato de sodio. Como pode ser observado, a maxima atividade de celulase foi
obtida a uma temperatura que varia de 40-50 °C e pH de 5,2-5,5. Esta regido permite uma
grande flexibilidade na utilizagcdo da enzima, uma vez que as variagbes em torno do ponto
6timo ndo afetam a atividade enzimatica. Além disso, pode-se ver claramente que ha uma
tendéncia de que o aumento do pH e a diminui¢cdo da temperatura podem aumentar a

atividade da enzima, como ja verificado pela analise dos efeitos (Figura 7).
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Figura 8: Superficie de resposta (a) e curvas de contorno (b) indicando a influéncia da
temperatura e pH na atividade enzimética da celulase NS 50013 obtidos no DCCR usando
tampéo acetato de sodio.
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Estes resultados estdo dentro da faixa reportada para outras celulases comerciais. A
celulase comercial Accelerase® 1500 tem um pH 6timo na faixa de 4,6-5,0 ficando inativa
abaixo de pH 4,0 ou acima de pH 7,0. Geralmente a temperatura de 50 °C é empregada
para a hidrolise por estas celulases (SUKUMARAN et al.,, 2009). Liu e Xia (2006)
caracterizaram a celulase comercial de Trichoderma viride e obtiveram pH 6timo de 4,0 e
5,2 e uma temperatura 6tima de 50 e 60 °C para atividade em carboximetilcelulose (CMC)
e quitosana, respectivamente. Ko et al. (2010) obtiveram temperatura e pH 6timo de 60 °C
e 7,0, respectivamente, para uma celulase ndo-comercial produzido por Paenibacillus
campinasensis.

Resultado semelhante foi obtido por Lee et al. (2008) que encontraram temperatura
6tima e pH de 50 °C e 7,0, respectivamente para uma celulase ndo-comercial produzida por
Bacillus amyoliquefaciens DL-3. Outros resultados semelhantes em termos de temperatura
e pH o6timo para celulase otidos por fungos sdo relatados na literatura (RAN et al., 2009;
JORDAN et al., 2011).

Com base nesses resultados, foi realizado um segundo DCCR modificando 0s
niveis das varidveis como indicado, e os resultados sdo apresentados na Tabela 9. E
importante ressaltar a necessidade de mudar-se 0 tampéo, pois o tampao acetato de sodio

atua na faixa de pH entre 3,6 - 5,6. Neste sentido, foi utilizado tampé&o fosfato de sodio 0,2
M que é efetivo na faixa de pH 5,2-8,0.
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Tabela 9: Matriz do DCCR (valores reais e codificados) com a resposta em termos da
atividade enzimatica da celulase NS 50013 em funcdo do pH e da temperatura usando
tampdo fosfato de sodio.

Ensaio pH Temperatura (°C) Atividade (FPU.mL™)
1 5,6 (-1) 39,0 (-1) 0,98
2 7.6 (1) 39,0 (-1) 0,77
3 5,6 (-1) 56,0 (+1) 1,12
4 7,6 (1) 56,0 (+1) 0.17
5 5,2 (-1,41) 47,0 (0) 1,02
6 8,0 (+1,41) 47,0 (0) 0,18
7 6,6 (0) 35,0 (-1,41) 0,81
8 6,6 (0) 60,0 (+1,41) 0,09
9 6,6 (0) 47,0 (0) 1,21
10 6,6 (0) 47,0 (0) 1,30
11 6,6 (0) 47,0 (0) 1,43

A atividade da celulase NS 50013 diminuiu (em média) em compara¢do com 0S
obtidos no primeiro DCCR usando tampao acetato de sddio. Este resultado pode ser devido
a alteracOes na forma idnica no tampdo, o que pode alterar a estrutura terciaria da enzima,
com consequente alteracdo de atividade. Segundo Bailey e Ollis (1986), os grupos
ionizaveis presentes na estrutura das enzimas fazem parte, geralmente, do sitio ativo.
Assim, a enzima ativa cataliticamente atua somente em um estado de ionizacdo definido.
Além disso, variagdes no pH do meio resultam em mudancas na forma iénica do sitio ativo
e em mudancas na atividade das enzimas. Mudangas no pH podem alterar a forma
tridimensional da enzima (SHULER, 1992).

Os dados da Tabela 9 foram tratados estatisticamente para determinar os efeitos
significativos (p <0,05) dos pardmetros do modelo que representam a atividade da enzima
e os resultados sdo apresentados na Figura 9 na forma de um gréfico de Pareto.

Pode-se notar que os termos lineares de temperatura e pH apresentaram efeitos
negativos, indicando que o aumento dessas variaveis leva a uma diminuicdo da atividade
enzimatica. A Equacdo 16 representa o modelo quadratico codificado da atividade
enzimatica em funcdo do pH e temperatura, que foi validado pela analise de variancia
(ANOVA), apresentando um coeficiente de variacdo de 0,92, permitindo a apresentacdo do

gréafico de contorno.

Y.« =1,31-0,29- pH —0,30- pH? —019-T —0,37-T2-0419- pH - T (16)
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sendo que Yrrs é a atividade enzimatica calculada (FPU.mL™) utilizando tamp&o fosfato de
sodio, pH e T sdo as variaveis codificadas independente.

Figura 9: Efeitos dos parametros do modelo que representa a atividade da celulase NS
50013 obtida no segundo DCCR utilizando tampé&o fosfato de sodio.

Temperatura(Q) -4,63%
@Q)pH(L) -4,37805
PHQ) -3,70308
(2)Temperatura(L) -2,79496
1Lby2L -1,95517
p=0,05

As curvas de contorno obtidas no segundo DCCR utilizando tampéo fosfato de
sodio estdo apresentadas na Figura 10. Como pode ser observado, a atividade maxima da
celulase NS 50013 foi obtida em intervalos de temperatura e pH de 40-50 °C e 5,6-6,6,
respectivamente. No entanto, essas atividades foram inferiores as obtidas no DCCR
anterior. E importante observar a consisténcia dos resultados, ja que a regio ideal para a
temperatura foi semelhante nos dois DCCR. Com base nos resultados obtidos no primeiro
planejamento usando tampdo acetato de sodio, verificou-se que a atividade 6tima da
celulase NS 50013 é obtida em uma faixa de pH entre 5,2-5,5.

Figura 10: Superficie de resposta (a) e curvas de contorno (b) indicando a influéncia da
temperatura e pH na atividade da celulase NS 50013 obtidos no segundo DCCR utilizando
tampao fosfato de sédio.
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Cabe ressaltar que os resultados encontrados sdo interessantes em termos de
processos, ja que celulases &cidas sdo geralmente mais desejaveis para bioconversdes, ja
que existem situacdes onde é empregado o pré-tratamento acido da biomassa em uma faixa

de pH 4,0-6,0 (SINGHANIA et al., 2010).
4.1.2 Determinacéo da energia de ativacdo para a celulase NS 50013

Para determinar a energia de ativacdo da celulase NS 50013 foram realizados
experimentos entre 30 a 65 °C em tampdo acetato 0,2 M pH 5,5, por 60 min. A Figura
11(a) apresenta os resultados obtidos, onde se observa o aumento da atividade até 50 °C,
diminuindo em temperaturas acima deste valor. Os dados obtidos de 30-50 °C foram
utilizados para estimar a energia de ativacdo para a celulase NS 50013 utilizando um

grafico de Arrhenius (Figura 11b).

Figura 11: (a) Influéncia da temperatura sobre a atividade enzimatica da celulase NS
50013; (b) Determinacéo da energia de ativacdo baseada na linearizacdo da equacéo de
Arrhenius para uma faixa de temperatura de 30 - 50 °C.
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Neste trabalho obteve-se uma energia de ativagdo de 17,80 + 4,28 kJ. mol™. Do
ponto de vista industrial, é desejavel se obter valores baixos para a energia de ativacao,
uma vez que nesta condi¢do a enzima é mais reativa. Khalili et al. (2011) relataram valores
de 7,5 kd.mol?, 6,9 ki.mol?, e 6,2 ki.mol™, para celulases obtidas de solo de floresta
nativa, solo de pastagem e solo salino de deserto, respectivamente. Liu et al. (2011b)
usando celulase comercial obtida a partir de Aspergillus niger relataram Ea de 34,11+1,03

kJ mol™ e He et al. (2000) relataram Ea de 52,0+1,3 kJ mol™ usando uma celulase obtida

de Trichoderma viride.
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4.1.3 Temoestabilidade para a celulase NS 50013

A termoestabilidade da celulase no intervalo de 30-50 °C € apresentada na Figura
12. Os resultados para 60 e 70 °C ndo foram apresentados, uma vez que uma perda total de

atividade em menos de duas horas de reacéo foi verificada.

Figura 12: Influéncia da temperatura sobre a estabilidade da celulase NS 50013.
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Como pode ser observado, houve uma redugdo méxima de 15% na atividade da
enzima apds 150 horas de reacdo. Um modelo de pseudo-primeira ordem foi utilizado para
ajustar os dados da Figura 12 e a Tabela 10 resume os resultados obtidos em relacdo a

constante de inativacéo e o tempo de reducédo decimal.

Tabela 10: Efeito da temperatura na inativacdo e tempo de reducdo constante e decimais
obtidos durante a avaliacdo da termoestabilidade da celulase NS 50013.

Temperatura (°C) k (h™h D (h) R’
30 0,0010+0,0001 2318,60+136,1% 0,96
40 0,0011+0,0001 2109,50+131,5° 0,96
50 0,0123+0,0023 194,00+25,6" 0,94
60 0,9555+0,0418 2,4040,07° 0,99
70 1,0176+0,1753 2,30+0,28° 0,96

2 b.¢ |otras diferentes representam uma diferenca significativa de 95% (p<0,05 - Teste de Tukey)

Pode-se observar que a constante de inativagdo aumenta com a temperatura,
indicando que acima de 50 °C a taxa de inativac¢do € maior, diminuindo consideravelmente

0 tempo de reducéo decimal, como esperado.
A enzima mostrou boa estabilidade nas temperaturas de 30-40 °C, apresentando D

superior a 1000 horas, ndo apresentando diferencgas estatisticamente significativa (p<0,05)
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entre as duas temperaturas. A celulase comercial NS 50013 apresentou estabilidade
moderada a 50 °C, pois D foi de cerca de 200 horas nesta temperatura. No entanto, em
temperaturas acima de 50 °C, foi observada uma baixa estabilidade, uma vez que o valor D
foi inferior a 3 horas.

Os dados de tempo de reducdo decimal sdo importantes em reacdes enzimaticas,
pois é possivel se fazer previsdes sobre o tempo de processamento. Enzimas termoestaveis
possuem grande importancia biotecnologica, tendo em vista que as celulases termoestaveis
podem ser utilizadas na industria alimenticia, onde ocorrem processos que requerem altas
temperaturas, como por exemplo, na pasteurizacao. Outras aplicacdes incluem as industrias
de polpa e papel, tratamento de efluentes industriais e processamento de materiais
celuloésicos (JANG e CHEN, 2003).

Os resultados obtidos neste trabalho s&o semelhantes a outros encontrados na
literatura para celulases produzidas por actinomicetos, como é o caso de celulases
produzidas por Streptomyces T3-1, que se mostraram termoestaveis a 40 e 50 °C (JANG e
CHEN, 2003), e Streptomyces drozdowiczii M7A, cuja enzima foi capaz de reter 100% de
sua atividade a 50 °C por uma hora, também perdendo consideravelmente a atividade em
60 °C (GRIGOREVSKI-LIMA et al., 2005). Song e Wei (2010), em um estudo com
celulases produzidas por Cellulosimicrobium cellulans, obtiveram boa estabilidade térmica
a 30 °C por 72 horas. J& Liu e Xia (2006) obtiveram estabilidade térmica para celulase
comercial entre 30 e 70 °C para hidrdlise de quitosana e carboximetilcelulose em 2 horas
de incubacdo. Lee et al. (2008) em estudo com celulase purificada produzida por Bacillus
amyloliquefaciens DL-3, observaram que a enzima reteve 80% da atividade original em
temperaturas variando de 50 a 70 °C apds 20 horas de incubacdo. A estabilidade a
temperatura também foi reportada por Ko et al. (2010) no trabalho com celulases Cel-
BL11 purificadas, com massa molar de 38 kDa, que apresentaram estabilidade na faixa de
30 até 60 °C, apds 7 horas de incubacéo.

De acordo com a Equacéo 4, os dados da Tabela 10 foram utilizados para calcular a
energia de desativacédo (Ed) para a celulase NS 50013 utilizando a equacdo de Arrhenius e

sdo apresentados na Figura 13.
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Figura 13: Determinacéo da energia de desativacdo baseada na linearizacdo da equacao de
Arrhenius para uma faixa de temperatura de 30 a 70 °C.
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O valor da energia de desativagdo (Ed) para celulase NS 50013 obtida neste estudo
foi de 177,6+36,8 kd.mol™, que foi consideravelmente inferior ao relatado por Mazutti et
al. (2007) e Treichel et al. (2009) para inulinase (343,9 e 527 kJ.mol™, respectivamente), e
semelhante ao relatado por Wolski et al. (2009) para lipase de Penicillium sp. obtido por
fermentacéo em estado sélido (100,6 kJ.mol™) e fermentac&o submersa (72,8 kJ.mol™).

Kim et al. (1982) relataram energia de desativacdo para celulase de 393,6 ki mol™ a
partir de dados medidos para desativacdo de primeira ordem a 50- 60 °C. Calsavara et al.
(2000) avaliaram a termoestabilidade de uma celobiase comercial para variacdo de
temperatura de 40 a 70 °C e a energia de desativacdo obtida foi de 356,7 kJ mol™. Outro
parametro frequentemente utilizado para representar a desativacdo da enzima é o
parametro z, que expressa a variacao da taxa de desativacéo de enzimas com a temperatura,
0 que representa um aumento de temperatura necessaria para reduzir 90% do tempo de
reducdo decimal. Os dados da Tabela 10 foram utilizados para determinar o valor de z de
acordo com metodologia previamente definida. A celulase em estudo apresentou um valor
de z de 12,7, indicando que para reduzir 90% no tempo de reducdo decimal é necessario
aumentar a temperatura em 12,7 °C. Valores semelhantes de z (10,2 °C e 10,4 °C,
respectivamente) foram relatados na literatura para a estabilidade térmica de a-amilase de
Aspergillus oryzae (RAVIYAN et al., 2003) e poligalacturonase (ANTHON et al., 2002).

4.1.4 Infléncia do pH no estudo da estabilidade da celulase NS 50013

A influéncia do pH na estabilidade da celulase foi verificada nas faixas de pH 3,5 -
5,5 usando tampdo acetato de so6dio 0,2 M a 50 °C em diferentes intervalos de tempo. Na

Figura 14, observa-se que praticamente ndo houve perda de atividade enzimatica em pH
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5,0 e 5,5. No entanto, para pH 4,5, houve uma reducdo de 40% sobre a atividade nas
primeiras horas de reacdo, estabilizando-se ao longo do tempo de avaliagdo. Para o pH de
3,5 foi verificada perda total da atividade em poucos minutos de reacdo, motivo pelo qual
ndo esta sendo apresentado no grafico. Provavelmente porque este valor de pH é muito

préximo do ponto isoelétrico da proteina, que pode levar a desnaturacéo da enzima.

Figura 14: Influéncia do pH nos experimentos de avaliacdo cinética para atividade da
celulase NS 50013.
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A estabilidade do pH foi relatada por Ko et al. (2010), mostrando que, a celulase
purificada de 38 kDa recombinante Cel-BL11 apresentou boa estabilidade para pH neutro.
No entanto, a estabilidade de pH de celulase produzida por B. amyloliquefaciens DL-3
apresentou ampla faixa de pH (4,0-9,0) apds 20 horas de incubacdo a 50 °C (LEE et al.,
2008).

Em estudos com celulases purificadas produzidas por Bacillus flexus, a atividade
enzimatica mostrou-se estabilizada na faixa de pH entre 9,0 - 12,0 (TRIVEDI et al. 2011).
Estes resultados estdo de acordo com os relatados por Shanmughapriya et al. (2010) que
encontraram estabilidade para pH de 12,0 para uma enzima purificada obtida a partir de
Marinobactersp. MSI032.

4.1.5 Efeito do substrato sobre os parametros de Michaelis-Menten

O efeito da concentracdo do papel filtro, bagaco de cana, casca de soja, casca de

arroz, palha de trigo, inhame e yacon na atividade enzimatica da celulase NS 50013 foram
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avaliados na faixa de 5 - 100 g.L™*. A Figura 15 apresenta a atividade enzimética para cada

substrato em estudo.

Figura 15: Influéncia da concentracdo de substrato na atividade enzimatica. O eixo y da
esquerda refere-se a atividade obtida para papel filtro; o eixo y da direita refere-se a
atividade obtida para os demais substratos.
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Apbs a obtencdo dos dados experimentais foram determinadas as constantes

cinéticas. A Tabela 11 resume os resultados obtidos para a influéncia do substrato sobre as

constantes cinéticas Ky, € Vimax.

Tabela 11: Efeito dos diferentes tipos de substratos para os pardmetros de Michaelis-
Menten para celulase NS 50013.

Substratos Km (umol.mL™) Vi (FPUML™) o x 1000 (min™) R

Papel Filtro 1115,94585,2 3,64+1,41 2,4040,09 0,97
Bagaco de Cana 92,4+26,5 0,16+0,01 1,73+0,37 0,92
Casca de Soja 26,7+8,9 0,10+0,01 3,74+1,12 0,95
Casca de Arroz 174,5+31,3 0,21+0,01 1,20+0,31 0,94
Palha de Trigo 211,6+44,9 0,27+0,02 1,27+0,44 0,96
Inhame 16723,0+11,492 29,8+19,40 1,74+0,06 0,94
Yacon 91,9+13,8 0,21+0,01 2,2840,72 0,95
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A celulase NS 50013 apresentou alta afinidade para casca de soja, uma vez que 0
seu valor para Ky, foi 0 mais baixo entre os substratos. Yacon, bagaco de cana e casca de
arroz apresentaram valores de K., de 91,9+13,8; 92,4+26,5 e 174,5+31,3 pmol.mL™,
respectivamente, enquanto a palha de trigo e papel filtro apresentaram valores de
211,6+44,9 e 1115,9+585,2 umol.mL™, respectivamente. A enzima apresentou a menor
afinidade com inhame, uma vez que seu valor de K, foi 16723,0+11,49 pmol.mL™.

De acordo com o critério utilizado para determinar a afinidade da celulase pelos
substratos (em ordem decrescente), observa-se maior afinidade para casca de soja seguida
de papel filtro, yacon, inhame, bagaco de cana, palha de trigo e casca de arroz uma vez que
apresentaram os maiores valores de a. Além disso, os substratos com as mesmas estruturas
fisicas/quimicas como inhame e yacon (ricos em amido), bem como bagaco de cana e
palha de trigo (materiais rico em lignocelul6sicos) apresentaram valores semelhantes para
0 parametro a.

Os resultados mostram que a enzima avaliada neste estudo apresentou resultados
satisfatorios para a hidrolise de substratos agroindustriais, uma vez que foram obtidos
resultados semelhantes para o papel de filtro e outros substratos. Substratos groindustriais
sdo estruturas mais complexas do que papel de filtro, devido a presenca de lignina e
hemicelulose, que requerem a utilizacdo de pré-tratamento da matéria-prima antes da sua
utilizacdo ou o uso de enzimas mais eficientes/selectivas. Estudos de pré-tratamento de
residuos séo intensivamente relatados na literatura e pesquisadores de todo o0 mundo estdo
empenhados em desenvolver processos eficientes e economicamente viaveis para a
hidrélise de materiais lignocelulésicos (HUBER et al., 2006; ALVIRA et al., 2010).

Para a hidrdlise de quitosana, a enzima bifuncional purificada a partir de celulase
comercial, exibiu cinética tipica de Michaelis-Menten com valor de Ky € Vs de 10
mg.mL™" e 0,164 U.mL™, respectivamente (LIU e XIA 2006). A celulase purificada 38 kDa
recombinante Cel-BL11 apresentou K, de 11,25 mg.mL™ e Vg de 1250 L.mol.min. mg™
com carboximetilcelulose (KO et al., 2010). A conformacdo secundaria e a atividade de
celulase foram investigados sob campos magnéticos estaticos e os valores de Km € Vimax
atingiram valor maximo em campo magnético de 0,30 T (valor de Kpn e Vimax 113,51

mg.mL™ e 0,46 mmol de proteina.min.mL™, respectivamente) (RAN et al., 2009).
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4.2 Producao de celulases e hemicelulases por Fermentacdo em Estado Sélido (FES)
usando Trichoderma reesei NRRL 3652 em residuos agroindustriais

Para producdo de enzimas lignoceluloliticas, o substrato lignocelulésico deve ser
barato, disponivel em grandes quantidades ao longo do ano e a sua composi¢do deve ser
adaptada tanto para a hidrélise como para a producdo destas enzimas. Além disso, a
escolha do residuo é tdo essencial para o sucesso do processo fermentativo, quanto a
escolha do micro-organismo. Nem sempre o substrato lignocelulésico que permite o
melhor desenvolvimento do micro-organismo favorece a formagéo de enzimas (YOON et
al., 2014).

Nesse sentido, faz-se necessario a caracterizacdo do substrato utilizado no processo,
onde a analise elementar fornece os constituintes individuais em termos de seus elementos
principais como carbono, hidrogénio, nitrogénio, enxofre e oxigénio presente nos residuos
agroindustriais, podendo-se assim comparar a disponibilidade de nutrientes em cada
residuo. Na Tabela 12 sdo apresentados os resultados obtidos da analise elementar além da

quantificacdo de cinzas dos referidos substratos.

Tabela 12: Caracterizacdo dos residuos agroindustriais usados na producdo de enzimas
lignoceluloliticas.

Residuos %

lignocelulésicos Carbono Hidrogénio Nitrogénio Enxofre Oxigénio Cinzas
Bagaco de cana 41,27 6,17 0,39 0,81 50,07 1,29
Casca de arroz 35,50 5,57 0,86 094 4131 15,82
Casca de soja 38,16 6,08 1,38 0,94 49,77 3,67

P6 do palito de erva

43,06 5,76 1,19 0,91 45,17 3,91
mate

De forma geral, entre os residuos avaliados, p6 de palito de erva mate e bagaco de
cana apresentaram 0s maiores teores de carbono 43,06% e 41,27%, respectivamente. No
caso de bagaco de cana, Protasio et al. (2012) e Horst (2013) obtiveram 46,8% de teor de
carbono. Ja casca de soja e po de palito de erva mate apresentaram-se como as melhores
fontes de nitrogénio 1,38% e 1,19%, respectivamente. Cassales et al. (2011) relataram teor
de 2,03% de nitrogénio para casca de soja. Os teores de oxigénio, hidrogénio e enxofre
apresentaram pouca variagdo entre os residuos. Quanto ao teor de cinzas, casca de arroz

apresentou a maior porcentagem e esta de acordo com os resultados de Horst (2013).

64



CAP. 4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Segundo, Silva et al. (2008) o elevado teor de cinzas em casca de arroz, deve-se a presenca
predominante de éxido de silicio (SiO,).

O crescimento microbiano em FES tem forte correlacdo com as quantidades de
carbono/nitrogénio disponiveis (KRISHNA, 2005), assim sendo, casca de soja (C/N =
27,65), po6 de palito de erva mate (C/N = 36,18) e a mistura de casca de soja e po de palito
de erva mate (C/N = 31,60) provavelmente ofereceram melhores condigfes para o
crescimento de T. reesei NRRL 3652 e consequentemente a maior producdo de enzimas.

A influéncia da composicdo dos substratos frente ao desenvolvimento do T. reesei
NRRL 3652 utilizado nesta pesquisa para producdo de celulases e xilanase sera
apresentada através dos diferentes perfis cinéticos (Figura 16, 17 e 18). De uma forma
geral, as atividades obtidas para casca de arroz e bagaco de cana, apresentaram menores
valores de atividade, porém para casca de soja e pé de palito de erva mate, observaram-se
as maiores atividades enzimaticas, possivelmente devido a relacdo entre a producdo das
enzimas e a natureza da fonte de carbono utilizada. Contudo estes comportamentos podem
ser melhores evidenciados nos itens a seguir, onde serdo descritas a producdo da FPase,

CMcase e xilanase em cada substrato avaliado nesta pesquisa.

4.2.1 Atividade para FPase

A atividade FPase ¢é considerada como a atividade celulolitica total. Como mostra a
Figura 16 a producdo maxima para FPase ocorreu ap6s 3 dias de fermentacao para casca de
soja (6,71 U.g™) mantendo-se até o nono dia (6,62 U.g™) e ap6s, observou-se queda de
cerca de 30% da producdo até o décimo quinto dia. Porém, para a fermentacdo mista de
casca de soja e p6 de palito, observou-se a maxima producdo de 4,06 U.g™ ap6s 6 dias,
valor este 40% menor se comparado com apenas o uso de casca de soja. Quando apenas pé
de palito de erva mate como substrato foi usado, praticamente, ndo observou-se a produgéo
de FPase. Para bagaco de cana e casca de arroz, as atividades de 1,02 U.g" e 0,75 U.g*
foram obtidas em 3 e 6 dias respectivamente, ap0s estes tempos, os rendimentos das

enzimas diminuiram gradualmente.
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Figura 16: Perfil cinético para a producdo de FPase usando bagaco de cana, casca de arroz,
casca de soja, pd de palito de erva mate e casca de soja e pd de palito de erva mate (1:1)
como substrato em FES.
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Segundo Dhillon et al. (2012), os residuos agricolas apresentam componentes
celulésicos que podem induzir a producdo de celulase quando utilizados como fontes de
carbono para o crescimento de fungos. Além disso, segundo 0s mesmos autores, a
producdo de celulase € dependente de outros nutrientes essenciais utilizados nos meios de
cultura. Tais nutrientes podem ser necessarios para o crescimento do micro-organismo e,
consequentemente, para a producdo de enzima celulase.

Soni et al. (2010) estudaram a producdo de celulases utilizando Aspergillus
fumigatus fresenius em sete diferentes fontes de carbono a partir de residuos agricolas,
sendo que para bagaco de cana a atividade enzimética foi de 1,43+0,06 U.g™"; 29,2+0,52
U.g™" e 890+1,23U.g", para FPase, CMCase e xilanase, respectivamente. Tais resultados
sdo relativamente altos se comparados com este estudo.

Falkoski et al. (2013) estudaram a producédo de celulases e hemicelulases em FES
usando Chrysoporthe cubensis em farelo de trigo como fonte de carbono, do qual relataram
atividade de 2,5 U.g™, 33,8 Ug™' e 362,3 U.g” para FPase, CMCase e xilanase
respectivamente. Estes resultados sdo inferiores para FPase e xilanase e superiores para

CMCase, se comparados com este estudo.
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4.2.2 Atividade para CMCase

Como pode ser visto na Figura 17, a atividade maxima para CMCase foi encontrada
em 6 dias (20,77 U.g™) para os ensaios de fermentacdo com substrato misto. Para o pé do
palito de erva mate a atividade manteve-se estavel a partir do terceiro dia até o décimo
segundo dia de fermentacdo (7,58 U.g™ - 6,61 U.g™, respectivamente). A atividade maxima
para casca de soja (5,45 U.g™) e casca de arroz (3,91U.g™) foi encontrada em 15 dias de
fermentacdo. A producdo a partir de casca de soja foi cerca de 70% menor se comparada
com a fermentac&o de substrato misto. Para bagaco de cana a atividade méxima(0,77 U.g™)
foi observada em 9 dias de fermentag&o.

Figura 17: Perfil cinético para a producdo de CMCase usando bagaco de cana, casca de
arroz, casca de soja, pé de palito de erva mate e casca de soja e po de palito de erva mate
(1:1) como substrato em FES.
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Contrariamente a estes resultados, Liu et al. (2011a) encontraram alta atividade de
FPase e CMCase (100,8 e 507,6 U.g™, respectivamente) quando a palha de milho foi
utilizada como fonte de carbono em FES utilizando Aspergillus fumigatus Z5. Sukumaran
et al. (2009) obtiveram atividade de CMCase de 299,6 U.g" e FPase de 22,8 U.g™ em
estado sélido usando Trichoderma reesei RUT em farelo de trigo como substrato.
Grigorevski-Lima et al. (2009) obtiveram atividade de CMCase de 21,06 U.g™* em estado

solido usando bagaco de cana como substrato. Delabona et al. (2012) reportaram a maxima
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producdo CMCase de 160,1 U.g™ em 3 dias ao usar farelo de soja e baixa producdo de
16,71 U.g™ em 4 dias quando usado bagaco de cana como substrato durante o crescimento
de A. fumigatus. Harshvardhan et al. (2013) obtiveram a atividade maxima de CMCase em

fermentacdo liquida usando palha de trigo e Bacillus sp. H1666.

4.2.3 Atividade para xilanase

Xilana pura é demasiadamente cara para ser usada em grandes volumes na
producdo industrial de xilanases. Com isso, residuos agricolas podem servir como
substratos adequados para a producdo econdmica de xilanases (NCUBE et al., 2012).

A Figura 18 mostra alta producdo de xilanase para casca de soja no terceiro dia,
porém, o valor maximo de 1130,70 U.g™ foi obtido em 6 dias de fermentacdo. Depois
disso a atividade decresce cerca de 40% (648,38 U.g™) no décimo quinto dia. Resultados
semelhantes a estes foram obtidos por Ncube et al. (2012), os quais estudaram a cinética
para a producéo de xilanase em torta de semente de pinhdo-manso como substrato em FES
por Aspergillus niger. Na cinética, a maxima producdo foi obtida no segundo dia de

fermentacgdo, em seguida houve decréscimo de cerca de 50% da producdo no décimo dia.

Figura 18: Perfil cinético para a producdo de xilanase usando bagaco de cana, casca de
arroz, casca de soja, p6 de palito de erva mate e casca de soja e p6 de palito de erva mate
(1:1) como substrato em FES.

1200
1100
1000
900
800
700
600
500
400
300
200

100
0 L —
0 3 6 9 12 15
Tempo (dias)
—O- Bagaco de cana - Casca de arroz —¥~ Casca de soja
—@-P0 palito de erva mate —A— Casca de soja e p6 de palito de erva mate (1:1)

Atividade Xilanase U.g*

68



CAP. 4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Na fermentagdo com substrato misto observou-se a méxima producdo de 581,72
U.g™* em 3 dias e em seguida os rendimentos da enzima diminuem gradualmente. Quando
utilizado apenas pé de palito de erva mate como substrato observou-se 0 mesmo
comportamento que para FPase, ou seja, a baixa producdo desta enzima. Observa-se assim
que para a fermentacdo com substrato misto a casca de soja € que foi o substrato utilizado
pelo micro-organismo para a producdo de xilanase, jd que de forma geral os valores de
atividades foram praticamente a metade. O baga¢o de cana com atividade méaxima de 77,61
U.g" e casca de arroz, com 32,08 U.g”, ndo demonstraram ser bons substratos para a
producéo de xilanase.

Bajaj et al. (2012) obtiveram méaxima producdo de xilanase quando Bacillus
pumilus SS1 foi cultivado em farelo de trigo como Unica fonte de carbono. Porém, farelo
de arroz, serragem e bagaco de cana ndo induziram a producdo de xilanase, segundo os
autores, isto ocorreu provavelmente devido a natureza complexa destes substratos. Bajaj e
Manhas (2012) estudaram a producdo de xilanase com xilana, farelo de trigo, farelo de
arroz, casca de arroz, triturados de cevada e farinha de milho como fonte de carbono por
fermentacdo submersa usando Bacillus licheniformis P11(C). A maxima producédo foi de
30 U.mL™? e 28 U.mL™ quando xilana e farelo de trigo, respectivamente, foram usados e,
assim como para o presente trabalho e embora com diferente tipo de fermentacéo, a casca
de arroz ndo apresentou bons resultados. Delabona et al. (2012) relataram atividade
méxima de xilanase de 1055,62 U.g™ e 68,10 U.g™, respectivamente para farelo de trigo e
bagaco de cana durante o crescimento de A. fumigatus e Senthilkumar et al. (2005)
relataram uma atividade maxima de 1024 U.g™ utilizando farelo de trigo como substrato
por A. fischeri. Sadaf e Khare (2014) relataram atividade de xilanase de 1025 U.g™ em
condicdes otimizadas, utilizando Sporotrichum hermophile em um subproduto da inddstria
do biodiesel por fermentacdo em estado soélido.

Embora seja dificil comparar a producdo de enzimas com diferentes condicdes de
cultivo e de micro-organismos empregados em cada estudo, os valores aqui apresentados
utilizando diferentes residuos agroindustriais foram capazes de demonstrar que a casca de
soja pode ser utilizada para producdo das enzimas FPase, CMCase e Xxilanase obtidos por
Trichoderma reesei NRRL 3652 em FES. Isto ocorreu provavelmente porque a casca de
soja € um material lignocelul6sico basicamente composta por aglcares fermentaveis,

polimerizados como celulose (glucose) e hemicelulose (xilose e arabinose), e apresenta
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uma propor¢do muito baixa de lignina (compostos fendlicos) (como pode ser visto na
Tabela 2), facilitando o acesso do micro-organismo ao substrato, j& que a degradacdo da
lignina produz compostos toxicos para o micro-organismo (JEFFRIES et al., 2004,
MUSSATTO e ROBERTO 2004; BRIJWANI et al., 2010).

4.3 Caracterizagdo parcial de celulases e hemicelulase obtidas por Fermentagéo em
Estado Solido (FES) usando Trichoderma reesei NRRL 3652 em casca de soja

Com o intuito de se utilizar celulases e xilanase em processos industriais como a
sacarificacdo de biomassa, por exemplo, 0 extrato enzimético bruto obtido da condicéo
experimental étima da fermentacdo em casca de soja foi parcialmente caracterizado. Este
estudo foi realizado em termos de temperatura e pH 6&timo, termoestabilidade e

estabilidade de pH. Além disso, foram determinados os parametros cinéticos Ky, € Vmax.

4.3.1 Efeito da temperatura e do pH na atividade de FPase, CMCase e xilanase

O pH e a temperatura 6timo para atividade de FPase, CMCase e xilanase foram
determinados através da execugdo de 1 delineamento composto central rotacional 22,
totalizando 11 experimentos para cada enzima, (22 ensaios com 2 pontos axiais para cada
variavel independente e 1 ponto central para cada variavel independente repetido 3 vezes).

Na Tabela 13 apresenta-se a matriz do planejamento experimental, bem como os
valores reais, codificados das variaveis independentes e as respostas obtidas para
atividades das respectivas enzimas presentes no extrato bruto. Os valores de atividade de
FPase obtidos experimentalmente variaram de 0,00 a 0,18 FPase.mL™. Como pode ser
visto nos ensaios 1, 2, 5 e 7, a atividade maxima de FPase foi obtida na faixa de
temperatura de 40-55 °C e uma ampla faixa de pH (3,0-6,0). As atividades de
carboximetilcelulase variaram de 0,09 a 0,31 CMCase.mL™, e a atividade maxima foi
obtida nos pontos centrais, ou seja, na temperatura e pH de 55 °C e 4,6, respectivamente.
J4 as atividades de xilanase variaram 18,56 a 33,34 U.mL™ e a atividade méxima também

foi obtida nos pontos centrais.
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Tabela 13: Matriz do DCCR (valores reais e codificados) com a resposta em termos das
atividades enzimaticas de FPase, CMCase e xilanase em fungdo do pH e temperatura
obtidas do extrato enzimatico da FES em casca de soja.

FPase CMCase  Xilanase

Ensaio pH Temperatura (°C) U.mL- UmL-t UmLL
1 3,5(-1) 444 (-1) 0,18 0,12 18,56
2 5,7 (1) 44,4 (-1) 0,15 0,10 21,58
3 3,5(-1) 65,6 (1) 0,04 0,12 22,13
4 57 (1) 65,6 (1) 0,02 0,09 28,18
5 3,0(-1,41) 55,0 (0) 0,18 0,10 19,07
6 6,2(1,41) 55,0 (0) 0,11 0,10 26,76
7 4,6 (0) 40,0 (-1,41) 0,16 0,12 20,91
8 4,6 (0) 70,0 (1,41) 0,00 0,09 27,30
9 4,6 (0) 55,0 (0) 0,07 0,25 33,23
10 4,6 (0) 55,0 (0) 0,05 0,31 32,92
11 4,6 (0) 55,0 (0) 0,06 0,29 33,34

Os dados da Tabela 13 foram analisados estatisticamente com o objetivo de
determinar os efeitos estimados das variaveis estudadas sobre a atividade enzimatica.

As Tabelas 14, 15 e 16 apresentam os coeficientes de regressdo, erro padréo,
valores de p e t (2), para atividade de FPase, CMCase e xilanase, respectivamente, a um

nivel de confianca de 95%.

Tabela 14: Coeficientes de regressdo, erro padrdo, valores de p e t do planejamento fatorial
completo 22 para a atividade de FPase em funcdo da temperatura e pH 6timos.

Coeficiente de Regressdo Erro Padrao t(5) p
Média * 0,059 0,012 4,730 0,005195
(1) pH (L) -0,014 0,007 -1,840 0,124997
pH (Q) * 0,040 0,009 4,404 0,006991
(2) Temperatura (L)* -0,067 0,007 -8,719 0,000328
Temperatura (Q) 0,008 0,009 0,880 0,418673
1L.2L -0,006 0,010 -0,606 0,570585

* Fatores estatisticamente significativos (p<0,05)

Tabela 15: Coeficientes de regressao, erro padréo, valores de p e t do planejamento fatorial
completo 2% para a atividade de CMCase em funcéo da temperatura e pH 6timos.

Coeficiente de Regressdo  Erro Padrdo t(5) p
Média * 0,282 0,012 22,059 0,000004
(1) pH (L) -0,008 0,007 -1,111  0,317030
pH (Q)* -0,090 0,009 -9,638  0,000204
(2) Temperatura (L) -0,007 0,007 -0,900 0,409360
Temperatura (Q)* -0,089 0,009 -9,536  0,000215
1L.2L -0,002 0,011 -0,189 0,856968

* Fatores estatisticamente significativos (p<0,05)
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Tabela 16: Coeficientes de regressdo, erro padrao, valores de p e t do planejamento fatorial
completo 2% para a atividade de xilanase em funcéo da temperatura e pH 6timos.

Coeficiente de Regressdo Erro Padréo t(5) p
Média * 33,167 0,372 88,993 0,000000
Q) pH (L) * 2,497 0,228 10,928 0,000112
pH (Q) * -5,369 0,272 -19,685 0,000006
(2) Temperatura (L) * 2,404 0,228 10,520 0,000134
Temperatura (Q) * -4,769 0,272 -17,488 0,000011
1L.2L 0,759 0,322 2,353  0,065271

* Fatores estatisticamente significativos (p<0,05)

Na Tabela 14, correspondente aos efeitos das variaveis na atividade de FPase,
verifica-se que o pH (Q) exerceu um efeito positivo significativo (p<0,05) sobre a resposta
ao contrario da temperatura (L) que apresentou um efeito negativo significativo.

Para a matriz de CMCase (Tabela 15), constatou-se que o pH (Q) e a temperatura
(Q) exerceram efeitos significativos (p<0,05) e negativos sobre o0 processo, ou seja, que a
diminuigcdo destes, proporcionam um incremento da atividade de CMCase obtida do
extrato enzimatico bruto.

Na Tabela 16, correspondente aos efeitos das variaveis na atividade de xilanase,
verifica-se que o pH (L) e a temperatura (L) exercem um efeito positivo significativo
(p<0,05), ja ambos os termos quadraticos exercem um efeito negativo significativo
(p<0,05) sobre a resposta.

As Equacbes 17, 18 e 19 apresentam os modelos matematicos empiricos, obtidos
através dos coeficientes de regressdo, referentes as atividades enzimaticas de FPase,
CMCase e xilanase, respectivamente, em funcdo do pH e temperatura, dentro da faixa

estudada.

Yepneo =0,059+0,040.PH? —0,067.T

(17)
Yemcase = 0,282—0,090.PH? —0,089.T )
Y gianase = 33167 + 2,497PH —5,369PH * +2,404T —4,769T * 9
sendo que:

Yepase = atividade FPase (U.mL™);
Ycmcase = atividade CMCase (U.mL™);
Yyilanase = atividade xilanase (U.mL™);

T = temperatura (°C)
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Os modelos codificados foram validados pelas analises de variancia apresentadas
nas Tabelas 17, 18 e 19 referentes a FPase, CMCase e xilanase, respectivamente.

Tabela 17: Anélise de variancia para a atividade de FPase do planejamento fatorial
completo 2% em funcdo de temperatura e pH 6timos.

Fontes de Soma dos Graus de Quadrados F
variacdo quadrados liberdade médios calculado
Regressao 0,045 2 0,0227 39,79
Residuo 0,004 8 0,0005
Total 0,050 10

R”=0,95; Fu, 0.95.0.8=4,46

Tabela 18: Andlise de variancia para a atividade de CMCase do planejamento fatorial
completo 2% em funcdo de temperatura e pH 6timos.

Fontes de Soma dos Graus de Quadrados F
variacao quadrados liberdade médios calculado
Regresséo 0,070 2 0,035 80,42
Residuo 0,003 8 0,000

Total 0,073 10

R”=0,96; Fuap. 0.95.06=4,46

Tabela 19: Andlise de variancia para a atividade de xilanase do planejamento fatorial
completo 2% em funcdo de temperatura e pH 6timos.

Fontes de Soma dos Graus de Quadrados F
variagédo quadrados liberdade médios calculado
Regressao 320,275 4 80,068 109,38
Residuo 4,391 6 0,731

Total 324,667 10

R*=0,99; Fua. 0.95.06=4,46

Verificou-se que para todas as enzimas o valor de F calculado foi maior que o valor
tabelado, apresentando coeficientes de correlacdo (R?) superiores ou igual a 95%, o que
permitiu a validacdo estatistica dos modelos matematicos empiricos (p<0,05) e a

construcdo das superficies de resposta e curvas de contorno apresentadas na Figura 19.
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Figura 19: Superficies de resposta e curvas de contorno indicando a influéncia da
temperatura e pH na: a) atividade de FPase; b) atividade de CMCase; c) atividade de
xilanase, obtidas do extrato enzimatico da FES em casca de soja.
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A Tabela 20 apresenta varios trabalhos na literatura que relatam pH e temperatura
Otimos para atividade FPase, CMCase e xilanase obtida por fermentacdo submersa e
fermentacdo em estado sélido e sintetizadas por varios micro-organismos.

Efeitos de pH e temperatura 6tima de atividade sdo fundamentais para se entender o
comportamento enzimatico e possivelmente determinar suas condigdes 6timas de trabalho.
De forma geral, as celulases produzidas por fungos filamentosos apresentam valores
6timos de pH na faixa acida (3,6-5,0), enquanto que bactérias chegam a produzir celulases
altamente ativas em valores de pH alcalinos. Ja as temperaturas Otimas para atuacao
encontram-se em sua maioria acima de 40 °C (CASTRO e PEREIRIA Jr, 2010).

Tabela 20: Valores de temperatura e pH Gtimos para celulases e Xxilanase obtidas por

diferentes micro-organismos, substratos e formas de cultivo referentes a trabalhos
publicados na literatura nos ultimos anos.

Mi Forma pH Otimo Temp. Otima (°C)

\cro- Referéncias
organismo cultivo FPase CMCase xilanase FPase CMCase xilanase
A. Saqib et al.
fumigatus FES i i i i 64,3 i (2010)
Aspergillus i i i i Delabona et al.
fumigatus FES 3-3,5 65 (2012)
Bacillus
altitudinis ~ FS - i 7 i i 50 Adhé%rfg‘;t al.
DHNS8
Bacillus sp. Panwar et al.
PKD-9 FES - ) 8 - - 50 (2013)
Aspergillus
fumigatus ~ FES 5 3 4 60 70 60 A?goits‘;‘"’
SK1
Chrysoport Falkoski et al.
he cubensis FS 4 4 4 50 60 55 (2013)
T.ressei
NRRL FES 3-6 4,6 4,6  40-55 55 55 Neste trabalho
3652

4.3.2 Efeito da estabilidade térmica de FPase, CMCase e xilanase

A sacarificacdo enzimatica da biomassa € um processo que exige longos periodos
de reacdo. Em geral, um tempo de reacdo entre 24 e 72 horas € usado (JIANG et al., 2010;
SANTOS et al., 2012) e por esse motivo a estabilidade térmica é uma caracteristica
essencial para um complexo lignocelulolitico ser empregue em um processo de

sacarificacdo de biomassa por exemplo.
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Neste estudo, a estabilidade térmica consistiu da incubagdo do extrato enzimatico
bruto por 96 h a temperaturas que variaram de 40 a 70 °C. Os resultados mostraram que
FPase, CMCase e xilanase apresentaram maior estabilidade a 40 °C, ou seja, uma reducao
de cerca de 25% na atividade das respectivas enzimas ap0s 60 horas de reacdo e 44, 66 e
65% para FPase, CMCase e xilanase, respectivamente apos 96 horas. Além disso, a 40 °C
ndo houve perda significativa na atividade de xilanase por um periodo de 8 h. Para a
temperatura de 50 °C, todas as enzimas em estudo apresentaram reducdo de 50% apds 8
horas de reacdo. Perdas drésticas para todas enzimas foram observadas nas temperaturas de
60 e 70 °C (Figuras 20, 21 e 22).

Figura 20: Influéncia da temperatura na estabilidade de FPase obtida do extrato enzimatico
bruto por FES em casca de soja.
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Figura 21: Influéncia da temperatura na estabilidade de CMCase obtida do extrato
enzimatico bruto por FES em casca de soja.
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Figura 22: Influéncia da temperatura na estabilidade de xilanase obtida do extrato
enzimatico bruto por FES em casca de soja.
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Tais resultados foram semelhantes aos encontrados por Falkoski et al. (2013) que
apos 48 h de incubacdo do extrato bruto produzido por C. cubensis, todas as atividades
enzimaticas foram altamente estaveis a 40 ° C e, com atividades residuais de 98,1, 86,4 e
92,3% para FPase, CMCase, e xilanase, respectivamente.

4.3.3 Efeito do pH na estabilidade de FPase, CMCase e xilanase

Os resultados mostraram que FPase e xilanase apresentaram maior estabilidade a
pH 5,5, ou seja, uma reducdo de cerca de 50% na atividade apds 20 e 16 horas
respectivamente. J&4 CMCase com reducgdo de 45% apds 16 horas de reagdo, apresentou-se
mais estavel em pH 4,5. Para o pH de 3,5 foi verificada perda total da atividade para todas
as enzimas em poucas horas de reacdo. Provavelmente porque este valor de pH é muito
proximo do ponto isoelétrico da proteina, que pode levar a desnaturacdo da enzima
(Figuras 23, 24 e 25).

Uma das etapas criticas no processo industrial de producdo de etanol € o pré-
tratamento, que pode ser realizado utilizando-se diferentes métodos, em diferentes pHs,
sendo este seguido pela sacarificagdo da biomassa utilizando-se enzimas ou catalisadores
quimicos. No caso da utilizacdo de hidrdlise enzimatica apds o pré-tratamento é necessario
0 ajuste do pH para a faixa de atuacao do catalisador biolégico.

Desta forma, quando enzimas apresentam-se estaveis em uma faixa de pH de 4,0 a
7,0 , indicam assim, uma caracteristica positiva para sua utilizagdo no processo de

producéo de bioetanol.
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Figura 23: Influéncia do pH na estabilidade de FPase obtida do extrato enzimatico bruto
por FES em casca de soja.
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Figura 24: Influéncia do pH na estabilidade de CMCase obtida do extrato enzimatico bruto
por FES em casca de soja.
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Figura 25: Influéncia do pH na estabilidade de xilanase obtida do extrato enzimatico bruto
por FES em casca de soja.
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4.3.4 Efeito da estabilidade de FPase, CMCase e xilanase a baixas temperaturas

Uma caracteristica muito importante e que deve ser avaliada é a estabilidade da
enzima quando armazenada a baixas temperaturas, pois esta influenciard no tempo em que
a enzima podera ser armazenada, mantendo suas caracteristicas iniciais em termos de
atividade enzimaética.

A estabilidade do extrato enzimético bruto a baixas temperaturas foi avaliada
submetendo-se amostras a temperaturas de -80; -10 e 4 °C. A atividade enzimatica foi
monitorada inicialmente a cada 15 dias e, em seguida em pontos aleatorios até completar
290 dias.

Os resultados obtidos para a atividade enzimatica nas diferentes temperaturas e
diferentes enzimas demonstram um comportamento variavel em relacdo a manutencéo de
sua atividade durante o seu tempo de armazenamento (Figuras 26, 27 e 28).

Observou-se que ndo houve comportamento distinto entre as diferentes
temperaturas de armazenamento em teste. As trés formas de armazenamento, apresentaram
em alguns momentos, diminuicdo da atividade e, em outros, aumento. No entanto, apds
290 dias cerca de 60% da atividade de FPase em temperatura de 4 °C e cerca de 20% da

atividade de CMCase e xilanase foram perdidas em relacdo as suas atividades iniciais.

Figura 26: Influéncia de baixas temperaturas sobre a estabilidade de FPase.
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Figura 27: Influéncia de baixas temperaturas sobre a estabilidade de CMCase.
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Figura 28: Influéncia de baixas temperaturas sobre a estabilidade de xilanase.
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4.3.5 Determinacéo das constantes de Michaelis-Menten

A determinacdo dos parametros cinéticos K e Vmax, foram conduzidas utilizando
diferentes concentracdes dos substratos celulose - papel filtro Whatman n® 1 (1-200
mg.mL™), carboximetilcelulose (1-100 mg.mL™) e xilana padrio de “birchwood” (1-30
mg.mL™?) para a atividade de FPase, CMCase e xilanase respectivamente. Ambos
pardmetros foram obtidos pela anélise das velocidades iniciais de reacdo nas diferentes
concentragdes de substrato estabelecidas para este estudo.

Nas Figuras 29, 30 e 31 sdo apresentados os resultados da atividade de FPase,
CMCase e xilanase do extrato bruto lignocelulolitico obtidos em fungdo das concentracdes
dos respectivos substratos. Percebe-se um aumento nas atividades de todas enzimas em
estudo, com a concentracdo do substrato, ndo apresentando inibicdo pelo substrato mesmo
na maior concentragéo avaliada.
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Figura 29: Velocidade da reacdo de FPase em funcgéo de diferentes concentracdes de
celulose (papel filtro).
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Figura 30: Velocidade da reacdo de CMCase em funcédo de diferentes concentragdes de
carboximetilcelulose.
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Figura 31: Velocidade da reacdo de xilanase em funcéo de diferentes concentracdes de
xilana.
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Apb6s a obtengdo dos dados experimentais foram determinadas as constantes
cinéticas. As Equacdes (20, 21 e 22) e os R, obtidos dos perfis de linearizacdo (Figura 34,
35 e 36, Apéndice 1), utilizando-se o modelo de Lineweaver-Burk (Equacdo 7) para oS

dados de atividade de FPase, CMCase e xilanase, respectivamente, sdo apresentados a

sequir:

1/v = 23,9728 (1/[S]) + 1,2153; R*= 0,97 (20)
1/v = 1,0482 (1/[S]) + 1,5899; R*= 0,97 (21)
1/v = 0,2173 (1/[S]) + 0,0096; R*= 0,97 (22)

Os elevados fatores de correlacdo (R? > 0,97) indicam uma boa adequacdo dos
resultados. Na Tabela 21, sdo apresentados os parametros cinéticos Ky, € Vmax obtidos para

as enzimas estudadas e comparados com a literatura.

Tabela 21: Valores de Ky, e Vmax obtidos para FPase, CMCase e xilanase em comparacao
com os publicados em trabalhos nos Ultimos anos.

Enzima Origem Km V max Referéncia
T. reesei NRRL 19,73 0,82
FPase 3652 mg.mL " mol.min™.mg™ Neste trabalho
A orvzae 20 854 Muhammad et
oy mg.mL™* U.mg™ al. (2009)
. . 11,25 1250
P. campinasensis mg.mL™ umol.minmg? Ko et al. (2010)
P pinophilum 1,08 225,6 Marimuthu et
- PInop mg.mL* U.mg™ al. (2010)
0,5 40 Gomathi et al.
CMCase A. flavus mg.mL": U.mg' (2012)
A. niger VTCC- 8,58 20,1 Pham et al.
F021 mg.mL* U.mg™ (2012)
A terreus 12,01 16,15 Narra et al.
' mg.mL* pmol.min*mg™ (2014)
T. reesei NRRL 0,65 0,62 Neste trabalho
3652 mg.mL™ mol.min".mg*
1 3333 Sharma et al.
Malbranchea flava 6,6 mg.mL umol.min.mg’? (2010)
Cellulosimicrobium 4,76 232,5 Kamble e
sp. MTCC 10645  mg.mL™* umol .min™.mg™ Jadhav (2012)
: S. 1,71 357,14 :
xilanase ' '
thermocarboxydus mg.mL™* U.mg Chi etal. (2013)
S. thermonhile 12,54 4545 Sadaf e Khare
' P mg.mL™* U.min*.mL"? (2014)
T. reesei NRRL 22,64 104,17 Neste trabalho
3652 mg.mL™ mol .min".mg™*
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4.4 Sacarificacdo de biomassa

A sacarificacdo enzimatica € dependente tanto, das caracteristicas da biomassa
quanto da eficacia das enzimas. Para tanto, a eficacia do extrato enzimatico bruto
produzido por T. reesei NRRL 3652 foi testada na sacarificagio de casca de arroz, casca de
soja e bagaco de cana sem tratamentos, com a finalidade da obtencéo de acgUcares redutores
(AR) e glicose.

Sukumaran et al. (2009) demonstraram que a concentracdo de enzima pode ter um
efeito menor sobre a hidrdlise da celulose em comparacdo com o efeito do tempo de
reacdo. Assim de acordo com Liu et al. (2011a) um periodo de sete dias foi definido no
ensaio de sacarificacdo de biomassa, a fim de se obter aclcares fermentesciveis. As
Figuras 35 e 36 apresentam os rendimentos de AR e glicose, respectivamente, liberados
experimentalmente por um periodo de 170 h de reacdo. Como pode ser visto na Figura 32,
a liberagdo de AR aumentou rapidamente na fase inicial (0 e 24 h), principalmente, para
casca de arroz e casca de soja, e a porcentagem mais elevada (16,8%) foi obtida depois de
120 horas de reacdo utilizando-se casca de soja. Assim sendo, a quantidade total de AR
liberados a partir de 1 g de casca de soja catalisado pelas enzimas presentes no extrato
enzimatico bruto foi de 0,16 g.g™* de substrato seco.

Figura 32: Perfil da producdo de agucares redutores na sacarificacao de residuos
agroindustriais usando extrato bruto enzimatico produzido por T. reesei NRRL 3652 em
casca de soja.
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Raghuwanshi et al. (2014) utilizaram o extrato enzimatico bruto produzido a partir
da cepa selvagem Trichoderma asperellum RCK2011 e a cepa mutante, Trichoderma
asperellum SR1-7 para sacarificacdo de sabugo de milho, bagaco de cana e palha de trigo
pré-tratados e nio tratados. Os rendimentos de AR foram de 0,53 g.g™*, 0,33 g.g™ e 0,29
g.9*de substrato seco, respectivamente, do qual, isto foi 1,6 vezes mais elevado do que a
estirpe do tipo selvagem.

Deswal et al. (2011) utilizaram o extrato enzimatico bruto de Fomitopsis sp.
RCK?2010 para sacarificacdo em palha de trigo e palha de arroz pré-tratada alcalinamente.
Os rendimentos de AR para palha de trigo e palha de arroz foram de 0,214 g.g* e 0,157
g.g" de substrato seco, respectivamente, porém rendimentos abaixo de 0,10 g.g." de
substrato seco foram obtidos quando os substratos ndo foram tratados.

Liu et al. (2011a) obtiveram rendimentos de AR de 0,45 g.g™* de substrato seco a
partir da hidrélise de palha de milho utilizando o extrato enzimatico bruto produzido por A.
fumigatus Z5.

Como pode ser observado na Figura 33, a casca de arroz apresentou o melhor
rendimento em glicose liberada principalmente, nas primeiras 72 horas (4%) depois disso,
0 aumento observado foi muito baixo (cerca de 1%). Por outro lado, ndo obteve-se

rendimento de glicose para casca de soja e bagaco de cana.

Figura 33: Perfil da producao de glicose na sacarificacdo de residuos agroindustriais
usando extrato bruto enzimatico produzido por T. reesei NRRL 3652 em casca de soja.
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Considerando que a casca de arroz nao passou por nenhum tipo de pré-tatamento,
esse maior rendimento de glicose pode ser atribuido possivelmente ao pd de arroz que esta
junto com a casca de arroz e que por sua vez pode conter agUcares que podem ter sido
hidrolizados pelas enzimas presentes no extrato enzimatico. Segundo Falkoski et al. (2013)
a biomassa lignocelulésica ndo pode ser sacarificada por enzimas com rendimentos
elevados sem um processo de pré-tratamento, isso porque, a lignina e a hemicelulose
presentes na parede da célula vegetal formam um obstaculo para a acao de enzimas.

A remocédo eficiente da lignina € um dos requisitos mais importantes para uma
eficaz sacarificacdo enzimatica. A lignina limita a taxa de hidrolise, atuando como um
escudo, evitando que as partes hidrolizaveis do substrato sejam hidrolisadas. Além disso, a
lignina condensada pode absorver proteinas a partir de solugbes aquosas e a remocdo de
lignina deve melhorar o desempenho da hidrolise pela reducao de adsorcdo ndo especifica
das celulases (YANG e WYMAN, 2004).

Yoo et al. (2011) utilizaram a combinacdo de trés celulases comerciais (Celluclast
1,5L, Novozyme 188 e Viscozyme®L) para a sacarificacdo enzimatica de casca de soja
submetida a diferentes pré-tratamentos, e obtiveram um rendimento de glicose de 0,16 g.g"
em casca de soja sem tratamento.

Ortega et al. (2001) estudaram a cinética da sacarificacdo de celulases de
Trichoderma reesei, tal como a concentracao de substrato, diversas enzimas, temperatura e
pH, e obtendo assim as melhores condi¢Ges experimentais para degradar celulose padréo

(CMC, celulose microgranular e Sigmacell 100).
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A crescente demanda de celulases e hemicelulases, especialmente na inddstria de
biocombustiveis faz com que se busquem métodos eficazes e econémicos para a producao
destas enzimas. Assim, neste trabalho propds-se como objetivo geral a producdo de
enzimas lignoceluliticas FES usando Trichoderma reesei NRRL 3652 em residuos
agroindustriais, e a caracterizagdo do extrato enzimatico obtido, assim como a aplicacdo
deste.

- Para comparar a eficacia da atividade de celulase entre os micro-organismos ou
suas enzimas secretadas, sdo necessarias técnicas para a medida da atividade da celulase
total. Assim o método de atividade de papel de filtro (FPA — Filter Paper Activity) foi
usado como ponto de partida para este estudo, através da caracterizacdo da enzima
comercial celulase NS 50013. A atividade maxima do complexo celulolitico foi obtida a
temperatura e pH variando de 40-50 °C e 5,2-5,5, respectivamente. No que diz respeito a
estabilidade térmica, houve reducéo de cerca de 15% na atividade da enzima depois de 150
h de reacdo nas temperaturas de 30-50 °C. A enzima foi estavel a pH 5,0 e 5,5. A celulase
NS 50013 apresentou resultados satisfatérios quando usada para hidrolisar substratos
agroindustriais, uma vez que foi observado desempenho semelhante sobre a hidrolise de
papel de filtro e outros substratos. No entanto, melhores resultados podem ser obtidos
aumentando a acessibilidade da celulose por pré-tratamento da matéria-prima ou em
adicdo, a utilizacdo de enzimas mais eficientes/selectivas, como por exemplo, a

combinacéo de atividades enzimaticas otimizada.

- A producdo de enzimas lignoceluloliticas por FES foi investigada visando avaliar o efeito
de diferentes residuos agroindustriais como fonte de carbono. Entre os substratos testados,
a casca de soja foi 0 substrato mais adequado para a produgdo de FPase (6,71 U.g™) e
xilanase (1130,70 U.g™). J& a maior producdo de CMCase (20,77 U.g™) foi observada
usando o substrato misto de casca de soja e p6 de palito de erva mate (1:1). Notavelmente a
rica composicdo celulésica da casca de soja favoreceu o0 acesso do micro-organismo ao
substrato induzindo a sintese das enzimas. As atividades encontradas foram superiores
aquelas observadas quando bagaco de cana e casca de arroz foram utilizados como fonte de

carbono no meio.

- A caracterizacdo parcial do extrato enzimatico bruto produzido por T. reesei NRRL 3652

em casca de soja apresentou condic¢Ges de pH e temperatura 6timos na faixa de 40-55 °C e
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3,0-6,0 para FPase, e 55 °C e 4,6, para CMCase e xilanase, respectivamente. O extrato
enziméatico bruto apresentou alta estabilidade a 40 °C e pH 5,55. Os valores de Kp,
encontrados para FPase, CMCase e xilanase foram 19,73 mg.mL™?, 0,65 mg.mL™ e 22,64
mg.mL™, respectivamente e os valores de Vs foram de 0,82 mol.min.mg™, 0,62 mol .min
' mg* e 104,17 mol .min™.mg™, para celulose (papel filtro), carboximetilcelulose e xilana,
respectivamente. Esta etapa é de extrema importancia para estabelecer em quais condi¢oes
de processo o0 uso da enzima podera propiciar melhores resultados técnicos e econdmicos

para processos biotecnolégicos.

- O extrato enzimatico bruto produzido por T. reesei NRRL 3652 obtido da casca de soja
foi testado na sacarificacdo de biomassa lignocelulolitica com a finalidade da obtencéao de
acucares fermentesciveis. Assim sendo, o mair rendimento de acUcares redutores catalisado
pelas enzimas presentes no extrato enzimatico bruto foi obtido em casca de soja. No
entanto, este valor podera ser melhorado com o estudo de diferentes tipos de pré-
tratamentos em diferentes residuos lignocelulésicos. O processo de producdo de etanol de
segunda geracdo a partir de diferentes tipos de residuos agricolas € uma estratégia que
diminuiria os impactos ambientais. Assim, novos avancos para este processo devem ser

alcancados para torna-lo mais eficaz e uma realidade sustentavel.
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CAP. 6 —- SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Com base nos resultados obtidos na producdo de celulases e hemicelulases por
fermentacdo em estado solido usando Trichoderma reesei NRRL 3652 em casca de soja,

sugere-se que para trabalhos futuros seja realizado:

- Avaliacao da adicdo de diferentes residuos agroindustriais como fontes suplementares de
carbono e nitrogénio tais como agua de maceracdo de milho, extrato de levedura, melago

de cana-de-agucar, farelo de trigo, farelo de soja e ureia;

- Otimizacdo das condigdes de producgédo das enzimas em escala de bancada utilizando a
técnica de planejamento de experimentos para avaliar o efeito da temperatura, umidade,

concentracdo dos suplementos;

- Quantificacdo indireta do crescimento celular no substrato durante o processo

fermentativo;

- Producdo destas enzimas usando biorreator de maior escala com medidas apropriadas
para monitorar pardmetros como temperatura, producdo de CO, e umidade ao longo da

estrutura do biorreator durante o processo fermentativo.
- Avaliacdo de diferentes métodos de pré-tratamento em residuos lignoceluldsicos que
visam o fracionamento da hemicelulose e a deslignificacdo do residuo sélido, facilitando o

processo de hidrélise enzimatica para a obtencdo de agUcares fermentesciveis.

- Avaliacdo de diferentes estratégias de processo para producdo de etanol de segunda

geracao.
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CAP. 8 - ANEXOS

ANEXO | (Representacdes graficas em fungdo da determinacdo dos parametros cinéticos

Figura 34: Representacdo grafica linearizada pelo método de Lineweaver-Burk dos dados
de atividade de FPase em relacdo a concentracédo de celulose (papel filtro) para

determinacdo dos parametros cinéticos Ky e Vmax.
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Figura 35: Representacdo grafica linearizada pelo método de Lineweaver-Burk dos dados
de atividade de CMCase em relagdo a concentracao de carboximetilcelulose para

determinacédo dos parametros cinéticos Kn € Viax.
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Figura 36: Representacdo grafica linearizada pelo método de Lineweaver-Burk dos dados
de atividade de xilanase em relacdo a concentracéo de xilana para determinacdo dos
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ANEXO 11 (Artigo completo publicado em periodico)
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