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PRODUCAO E CARACTERIZACAO PARCIAL DE ENZIMAS
LIGNOCELULOLITICAS POR UM NOVO ISOLADO DE Penicillium sp. EM
CULTIVO EM ESTADO SOLIDO
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Orientadores: Geciane Toniazzo Backes e Rogeério Luis Cansian

O objetivo deste estudo consiste na producdo de enzimas lignoceluloliticas por cultivo em
estado solido (CES) utilizando Penicillium sp. com substratos agroindustriais e a
caracterizacdo parcial dos extratos enzimaticos brutos obtidos. Inicialmente, foram realizados
ensaios preliminares para determinar as melhores condi¢cdes de bioproducdo das enzimas
FPase, xilanase, carboximetilcelulase e avicelase, investigando-se o efeito da concentracédo de
esporos (4x10%1x10° 1x10° , 1x10" e 2,5x10" g™ de meio de cultivo), o tipo de substrato
(casca de soja e bagaco de cana), umidade (70 %, b.u) e tempo de bioproducéo (0; 3; 6; 9; 12;
15; 18 e 21 dias). A concentragéo de esporos definda foi de 1 x 10°g™ de meio de cultivo e
de bioproducdo. Na sequéncia foi avaliado o processo de extracdo sélido-liquido das enzimas
lignoceluloliticas testando diferentes tipos de solventes e condi¢fes de extracdo (agua
destilada, NaCl 1%, tampao citrato 0,05 M, pH 4,5), tampao acetato (0,2M pH 5,5) e Tween
80 (0,1%vV/V) e, ciclos de extracdo, seguido de um planejamento fatorial completo 2% a fim de
avaliar os efeitos da temperatura (35,9-64,1°C) e agitacdo (54,5-195,5 rpm) em um tempo de
extracdo fixo de 30 min. As condic¢des que possibilitaram a maior recuperacdo das enzimas
foram: i) solucdo tampao citrato (0,05 M, pH 4,5); ii) a 50°C; iii) por 30min e; iv) 100 rpm. A
producdo enzimatica do Penicillium sp. dependeu de fatores intrinsecos e extrinsecos tais
como:i) temperatura; ii) concentracdo de substrato; iii) quantidade de esporos e€; iv) umidade
do meio fermentado impactando nas etapas de conducdo de processo e na etapa de
recuperacdo enzimatica. A partir das condi¢des otimizadas as etapas de cultivo e recuperacao,
foram avaliados a estabilidade térmica das enzimas em funcdo da temperatura e tempo. Desse
modo obsevou-se para xilanase (25 a 40°C a 100 h), avicelase (25°C apds 144 h), CMCase
(25°C apds 132 h), FPase (25°C apos 144 h), respectivamente. A energia de desativacéo
(KJ/mol/T°K) para xilanase, avicelase, CMCase e FPase foram de 89,1; 96,7; 78,0 e 89,3,
respectivamente. Cinética quimica do extrato enzimatico lignocelulolitico em que se pode
concluir o elevado potencial tecnoldgico e viabilidade econdmica do procedimento de CES
desenvolvido para producdo de FPase, xilanase, CMCase e avicelase com Penicillium sp. em
substrato de casca de soja.

Palavras-Chave: Celulases. Cultivo estado solido. Bioprodugéo.
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The aim of this study was to evaluate the lignocellulolytic enzymes production by solid state
fermentation (SSF) using Penicillium sp. using agroindustrial substrates as well asenzymatic
extracts characterization. At first moment, FPase enzymes, xylanase, CMCase avicelase
bioproduction were conducted to determine the optimized conditions. In this sense, the effect
of the concentration of spores (4x10%, 1x10°, 1x10° 1x10’ and 2,5x10" / g of culture
medium), the type of substrate (soybean hulls and bagasse), humidity (70% w.b.) and time
bioproduction (0, 3, 6, 9, 12, 15, 18 and 21 days) were evaluated. The optimized condition of
Penicillium sp concentration was defined at 1 x 10° spores/ g of culture medium and
bioproduction. Consequently, solid-liquid process for lignocellulolytic enzymes extraction
was investigated. The evaluated parameters were: i) types of solvents and extraction
conditions (distilled water, NaCl 1%, citrate buffer (0.05M, pH 4.5); ii) acetate buffer (0.2 M
pH 5.5) and Tween 80 (0.1% v/v) and iii) extraction cycles. The temperature (35.9 to 64.1 °C)
and agitation (54.5 to 195.5 rpm) effects on fermentation were evaluated by using of 22 full
factorial designwith30 min time extraction. The greatest enzymatic extraction was achieved
by those conditions: i) citrate buffer (0.05M, pH 4.5); ii) 50 °C; iii) for 30 min and; iv) 100
rpm. Enzymatic production of Penicillium sp. was depended on intrinsic and extrinsic factors
such as: i) temperature; ii) concentration of substrate; iii) number of spores and; iv) moisture
in the fermentation broth impacting process of driving steps and enzyme recovery step. From
the optimized conditions the cultivation and recovery steps were evaluated the thermal
stability of the enzymes as a function of temperature and time. Thus, xylanase (25 to 40°C to
100 h), avicellase (25°C after 144 h), CMCase (25°C after 132 h), FPase (25°C after 144 h),
respectively were observed. The deactivation energy (KJ / mol / T ° K) for xylanase,
avicellase, CMCase and FPase were 89.1; 96.7; 78.0 and 89.3, respectively. Chemical kinetics
studies of lignocellulolytic enzyme extract have been demonstrated the high technological
potential and economic feasibility of the CES procedure developed for the production of
FPase, xylanase, CMCase and avicellase with Penicillium sp. in soybean hull substrate.

Keywords: Cellulases. Solid State Fermentation. Bioproduction.
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1 INTRODUCAO

O Brasil se destaca economicamente pela forte producéo de residuos agroindustriais
como soja e bagaco de cana de agucar. Estes residuos sdo oriundos do processamento graos
gue na maioria das vezes sdo descartados pelas industrias ou utilizados na alimentagéo
animal. Entretanto, estes residuos apresentam passivo ambiental em funcdo de suas
caracteristicas fisico-quimicas quando langados indevidamente no ambiente.

Conforme Pinto et al. (2005), no final do século XX a sociedade passou a buscar a
conscientizar-se ecologicamente e, consequentemente, passou a cobrar a producéo de servicos
e bens que alinhassem o crescimento econémico coma correta gestdo e emprego dos recursos
naturais. Neste sentido, nos ultimos anos, diferentes estudos e pesquisas relativos a processos
biotecnologicos envolvendo rotas enzimaticas e microbioldgicas buscam propor diferentes
empregos para uma série de residuos e sub-produtos como uma estratégia de gerenciamento
de recursos naturais e, paralelamente, buscando a agregacéo de valores do material que seria
descartado. Neste contexto, os residuos agroindustriais sdo constituidos de uma matriz
lignocelulésica contendo celulose, hemicelulose e lignina como principais constituintes. Além
disso, em funcdo de ser uma fonte muito rica de nutrientes, € empregado para producdo de
biomassa, energia e diferentes insumos, enzimas entre outras aplicacfes de natureza
biotecnoldgica.

A celulose é o biopolimero mais abundante no mundo e pode ser hidrolisada pela
enzima celulase. Sua producdo estd em terceiro lugar dentre as enzimas industriais
comercializadas (CASTRO et al 2010). Essas enzimas séo resultado da acdo de micro-
organismos com o substrato que pode ser bagaco de cana ou casca de soja, por exemplo,
através do cultivo estado solido.

Entretanto, estes micro-organismos exigem condicdes restritas de meio de cultura,
necessitando de rigido controle do tempo de fermentacdo, temperatura, pH e das
caracteristicas fisico-quimica do substrato que permitam conduzir o processo fermentativo
com a eficiéncia e produtividade necessarias (NELSON e COX, 2014). Com isso, hd um
grande potencial de estudo e aplicacdo de diferentes residuos agroindustriais para a producéao
de enzimas a baixo custo. Paralelamente, diferentes tipos de micro-organimos como bactérias,
leveduras e fungos podem ser utilizados com este intuito. O emprego de fungos filamentosos
tem sido amplamente investigado em funcdo desses se adaptarem a condicOes restritivas de

meio que apresentam pouca umidade e muitos sélidos presentes e, no que tange o aspecto
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citologico, os fungos filamentosos desenvolvem hifas favorecendo a colonizacdo do meio de
cultura. Além disso, em fungdo da maturidade tecnolédgica alcangada nos ultimos anos, o
emprego de fungos filamentosos tais como Aspergillus niger, Humicola insolens, Penicillium
funiculosum e Trichoderma reesei (LYND et al, 2002; MENDES, 2010; SINGHANIA et
al.,2010) tem sido proposto em diferentes segmentos cientifico e biotecnoldgicos para
diferentes finalidades, incluindo a producéo de enzimas.

Dentre as enzimas obtidas, as celulases sdo particularmente interessantes, pois podem
ser empregadas em diferentes setores industriais tais como: industria alimenticia (processos de
maceragdo, em conjunto com hemicelulases e pectinases); industrias téxtil (remogédo do
excesso de corantes em tecidos jeans); industria de papel e celulose (refino da mesma);
industria quimica entre outras de quimica fina e materiais (CASTRO E PEREIRA, 2010).
Com isso, 0 emprego do cultivo estado solido representa uma tecnologia alternativa para a
utilizacdo destes residuos agroindustriais, permitindo reduzir passivos ambientais, agregando
valor ao residuo que seria descartado, podendo contribuir na diversificacdo do agronegdcio e
industria quimica nacional.

Diante disso, a investigacdo de micro-organismos produtores de enzimas celuloliticas
pode contribuir para o crescimento do setor biotecnoldgico, no sentido de permitir o
surgimento de rotas auxiliares para o processo de bioproducdo empregando residuos agricolas
e, paralelamente, fazendo com que surjam processos mais eficientes em termos de producéo e

rendimento.

1.1 Objetivo Geral

Avaliar a producdo de celulase total em papel filtro (FPase), carboximetilcelulase
(CMCase), xilanase e avicelase (exo-glucanase) por cultivo em estado sélido de uma nova

cepa de Penicillium sp. em residuos agroindustriais.

1.2 Objetivos Especificos

1. Selecionar micro-organismos para a producdo de enzimas lignoceluloliticas utilizando
diferentes substratos (casca de soja e bagago de cano de aglcar) e pré-identificar o micro-
organismo selecionado;

2. Avaliar a influéncia da temperatura, concentragdo de esporos e da umidade dos
substratos para a producao de FPase, xilanase, avicelase e CMCase, em func¢éo do tempo;
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3. Avaliar as condicOes de extracdo em termos de pH, temperatura, agitacdo e tipo de
solvente para as enzimas lignoceluloliticas;

4. Caracterizar parcialmente o extrato enzimatico bruto através de pH e temperatura
Otimos e estabilidade de estocagem ( altas e baixas temeprtauras em diferentes pHs);

5. Aplicar o extrato bruto para promover a hidrdlise em substratos lignoceluloliticos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este capitulo apresenta um levantamento de dados bibliograficos abordando os
seguintes assuntos pertinentes: estrutura da parede celular vegetal (celulose, hemicelulose e
lignina), enzimas lignoceluloliticas (celulase, FPase, CMCase, xilanase, avicelase), cultivo

estado sélido utilizando residuos agroindustriais como substratos lignoceluliticos.
2.1 Estrutura da parede celular vegetal

Segundo Pandey et al. (2000), os materiais lignoceldsicos sdo compostos por celulose,
hemicelulose e lignina. Sua composicao depende de diversos fatores como o tipo de vegetal,
as condicdes de crescimento, a parte da planta escolhida, o tempo de colheita, entre outros.

A parede celular é composta por uma mistura de polissacarideos, proteinas, compostos
fendlicos e sais minerais (Figura 1). Os polissacarideos representam cerca de 90% do peso
seco da parede consistindo em celulose, que varia em torno de 20-40% dos constituintes totais
da parede celular, hemiceluloses (15-25%) e pectinas (~30%). Essa matriz é altamente
ordenada e dindmica podendo tornar-se mais rigida ou mais estirada conforme as
necessidades ontogénicas e comportamentais da célula ou da planta (BUCKERIDGE et al.,
2010).

Figura 1- Estrutura da parede celular vegetal.

Lamela média t

celulose

Parede priméria | .
|
|

pectina

Membrana
plasmatica

mr

hemicelulose

Fonte: IPPA, 2008.
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2.1.1 Celulose

A celulose € o constituinte mais abundante da parede celular vegetal sendo definido
como um homopolissacarideo composto por unidades de D-glicose unidas entre si por
ligages glicosidicas B(1—4) (Figura 2), portanto sendo formada por unidades consecutivas
de celobiose (ARANTES e SADDLER, 2010;MENDES, 2010). Os radicais hidroxilas (OH)
das moléculas de glicose que compdem a cadeia de celulose permitem que as macro-
estruturas forme pontes de hidrogénio inter e intramolecular, conferindo a celulose a
capacidade de formar uma estrutura cristalina de alta rigidez, conferindo resisténcia mecanica
a parede celular (ZANELATO, 2011).

Figura 2 — Estrutura da celulose, formada por unidades de glicose.

glicose unidade de celulose

Fonte: Zanelato (2011).

As regides cristalinas se formam em funcdo do aumento da densidade de
empacotamento. Ha celuloses acessiveis e celuloses ndo acessiveis. Quanto mais acessiveis,
mais interacbes podem ocorrer entre a celulose e fatores diversos como agua e micro-
organismos, por exemplo. As superficies da celulose cristalina sdo muito acessiveis, mas o
resto da estrutura ndo é. A maioria das celuloses ndo cristalinas sao acessiveis, porém como a
estrutura é coberta por hemicelulose e lignina, a acessibilidade fica diminuida (ROWELL et
al., 2005).

Nos materiais lignocelulésicosos acucares estdo na forma de polimeros (celulose e
hemicelulose), ficando eles associados entre si e recobertos por uma molécula aromatica
complexa de lignina. Este conjunto é chamado de parede celular vegetal, dificil de ser
desestruturada e convertida em monossacarideos fermentesciveis (CANILHA et al., 2010).

Segundo Rabelo (2007), a celulose corresponde a aproximadamente 40% de toda a

reserva de carbono disponivel no vegetal. Seu conteudo na estrutura vegetal oscila de 20 a
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99%, perfazendo a fisiologia de todos o0s vegetais, desde os mais simples até as arvores mais

complexas.

2.1.2 Hemicelulose

A hemicelulose é composta, principalmente, de dois grupos de heteropolissacarideos
categorizados em pentoses (xilose e arabinose) e hexoses (glicose, manose e galactose). Esses
acucares estdo ligados entre si, principalmente por ligagdes glicosidicas f(1—4), formando
uma estrutura principal composta por um tipo especifico de residuo que diferem no tamanho
das microfibrilas a partir da qual surgem ramificacdes laterias de cadeias curtas de outros
compostos (FARINAS et al, 2008).

As hemiceluloses sdo classificadas de acordo com o aglcar predominante na cadeia
principal e na ramificagdo lateral. As principais hemiceluloses encontradas em plantas séo os
xiloglucanos (XyG), os glucuronoarabinoxilanos (GAX) e os mananos (MN). Dentre os
diversos reagentes a base de hemiceluloses disponiveis no mercado podem ser citados as
xilanas obtidas de madeira dura (hardwood), xilana de madeira macia (softwood), xilana de
bétula (birchwood), xilana de farelo de aveia (oat spelts), xilana de larico (larchwood) e
xilana de gramineas (grass) (FARINAS et al, 2008).

2.1.3 Lignina

A lignina é a macromolécula organica mais abundante dentre os materias
lignoceluldsicos. E uma substincia que aos poucos € incorporada durante o crescimento do
vegetal, sendo composta basicamente de unidade fenilpropano que formam uma
macromolecula tridimensional e amorfa. A lignina representa de 20 a 30% da massa total do
material lignocelul6sico. O acoplamento das unidades fenilpropano ndo ocorre de forma
regular e repetitiva, o que é atribuido ao mecanismo da biossintese da lignina. Esta se
processa por via radicalar a partir da reacao de trés diferentes alcoois cinamilicos precursores:
alcool p-cumarilico, alcool coniferilico e alcool sinapilico, que geram unidades p-

hidroxibenzilicas, guaiacilicas e siringilicas, respectivamente (RABELO, 2007).
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2.2 Enzimas lignoceluloliticas

2.2.1 Celulases

As celulases sdo enzimas hidroliticas importantes industrialmente e sdo de grande
significancia para a biotecnologia. Estas enzimas sdo produzidas por varias especies de micro-
organimos como Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Penicillium e espécies de
Trichoderma (AZZAZ et al., 2012).

Estas consistem em um sistema complexo de trés grupos de enzimas que agem em
sinergia para hidrolisar a celulose rompendo as ligagdes glicosidicas p(1—4) da celulose
(KESHWANI e CHENG, 2009; SINGHANIA et al., 2010). Conforme Singhania et al.
(2010), esse complexo de enzimas representam 13 das 82 enzimas da familia das hidrolases
identificadas e sequenciadas até 0 momento e, além disso, é o0 mais estudado.

Este complexo enzimatico apresenta como 0s principais componentes as endo-
glucanases (EG), celobio-hidrolases (CBH) e as B-glucosidades (BGL). As endo-glucanases
produzem sulcos no polimero de celulose expondo as extremidades redutoras e ndo redutoras.
As celobio-hidrolases atuam sobre estas extremidades redutoras e ndo redutoras liberando
oligossacarideos ¢ unidades de celobiose. E as -glucosidases clivam a celobiose para gerar a
glicose e assim completar a hidrolise (SUKUMARAN et al., 2005).

Conforme Singhania et al. (2010), o mercado de enzimas celuloliticas é o terceiro
maior em volume de producdo no mundo em funcdo de suas inimeras aplicacGes tais como:
setor téxtil, reciclagem de papel, na extracdo e elaboracdo de sucos, como agente enzimatico
de detergentes biodegradaveis a como aditivo em racdo animal, conforme apresentado na
Tabela 1.

A producdo de enzimas celuloliticas pode vir a ser a primeira em volume de producao
se houver o surgimento de novos procedimentos com menores custos energéticos e de
manutencdo e, principalmente, se 0 mercado de bioetanol obtido de biomassa vegetal através
de hidrdlise enzimatica tornar-se mais viavel econdmico e tecnologicamente e vir a ser a
matriz energética de mais paises (SUKUMARAN et al., 2005; SINGHANIA et al., 2010;
MENDES, 2010).
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Tabela 1 — Caracteristicas das celulases em diferentes industrias.

Setor

Aplicagao Funcéo Referéncia
Indistria  Utilizado no processo  Clarificacéo e filtracéo Bhat.(2000); BhateBhat
de alimentos de maceracéo de de sucos (1997)
frutas
Vinhos Liberar compostos Daroit et al. (2007)
fendlicos e aromaticos
Alimentacgéo
animal Monogastricos Hidrolise de BhateBhat (1997)
polissacarideos ndo
amilaveis
Ruminantes Aumentar a digestédo de Niehaus et al. (1999)
forrageiras
Téxtil e
lavanderia ~ Remocdo do excesso Bioestonagem Mussatto et al. (2008)
de corantes em jeans
Reducéo do tempo no Han e Chen (2007)
uso da maquina de
estonagem
Polpa de
celulose e Fabricacdo de polpa Modificar propriedade Bhat(2000)
papel de celulose das fibras

Singhania et al. (2010) fizeram a avaliagdo do mercado de celulases em fungéo das

principais industrias produtoras de enzimas celuloliticas, o tipo de cultura empregada e o
nome comercial conforme pode ser observado na Tabela 2.

Tabela 2 — Celulases comerciais produzidas por diferentes companhias e suas fontes.

Nome comercial

Fornecedores

Micro-organismos utilizados
para producdo do extrato
ezimatico

Cellubrix (Celluclast)
Novozymes 188
Cellulase 2000L

Rohament CL

Viscostar 150L
Multifect CL

Biocellulase A
Ultra-low microbial (ULM)

Novozymes (Dinamarca)
Novozymes (Dinamarca)
Rhodia-Danisco
(Vinay, Franca)
Rohm-AB Enzymes
(Rajamaki, Finlandia)
Dyadic (Jupiter, USA)
Genencor Intl
(S. Séo Francisco, CA)
Quest Intl.
logen (Ottawa, Canada)

T. longibrachiatum e A.niger
A. niger
T. longibrachiatum/T. reesei

T. longibrachiatum/T. reesei

T. longibrachiatum/T. reesei
T. reesei

A. niger
T. reesei/T. Longibrachiatum

Fonte: Singhania et al. (2010).
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Festushi-Bussell et al. (2007), estimaram que aproximadamente 180 bilhdes de
toneladas de celulose séo produzidos por ano mundialmente, tornando o reino vegetal o maior
sorvedouro desse polissacarideo bem como o maior reservatério de carbono no mundo.
Paralelamente, os micro-organismos capazes de processar celulose, hemicelulose entre outros
componentes lignoceluldsicos tem despertado o interesse em diversos setores cientificos,
produtivo e tecnoldgico (papel, tecidos, acgUcares, acidos organicos, tensoativos, adesivos,
corantes, solventes, produtos farmacéuticos) além da producdo do bioetanol ou alcool de
segunda geragédo (KESHWANI e CHENG, 2009).

As teécnicas para medir a atividade de celulase total sdo necessérias para comparar a
eficacia da atividade da celulase entre micro-organismos ou suas enzimas secretadas. A
atividade de papel filtro, o FPU — Filter Paper Units, é o método-chave para andlise da
atividade celulase total. Em 1976, o FPA — Filter Paper Activity foi desenvolvido por
Mandels et al. (1976) e se tornou amplamente utilizado desde 1984, quando a Comisséo de
Biotecnologia da Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) prop6s uma série
de procedimentos padrdo para a medida da atividade da celulase. Tradicionalmente, o FPA
usa uma fita de 1x6 cm de papel de filtro Whatman n°® 1 como substrato padrédo, pois é 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 cultura em
condicdes de ensaio. As condicdes de ensaio referem-se as condicdes 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 totais (ART) é
medida pelo método DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico) (MILLER, 1959).

2.2.2 Carboximetilcelulase (CMCase)

As carboximetilcelulases sdo endoglucanases (EGs) que podem hidrolisar
aleatoriamente a cadeia de celulose atacando as ligacGes internas na regido amorfa,
aumentando o numero de terminais ndo redutores. A atividade da EGs pode ser medida
usando um derivado de celulose solivel com alto grau de polimerizagdo (GP), como a
carboximetilcelulose (CMC) com base no procedimento descrito por Mandels et al. (1976).

Conforme Peixoto (2006) uma das divises das enzimas celulases s&o as Endo-p(1-4)

glucanase ou B(1-4) D-glucano-4-glucanohidrolase ou Cxcelulase ou MCMase que hidrolisa
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ligacdes P(1-4) ao acaso dentro da cadeia de celulose liberando glicose, celobiose e
celodextrinas.

A carboximetilcelulase (CMCase) € principalmente avaliada com base no
procedimento descrito por Mandels et al. (1976). Uma unidade (UI) de EG € definida como a
quantidade de enzima que libera 1 mol de glicose por minuto nas condi¢Ges do ensaio. Os
acucares redutores podem ser estimados pela aplicacdo de métodos diferentes, tais como
cromatografia liquida (FUJITA et al., 2002).

2.2.3 Xilanase

O principal polissacarideo componente da hemicelulose € 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 hidrélise da xilana
se da pela acdo de varias enzimas do complexo Xxilanolitico, dos quais, principalmente as
xilanases é que fazem parte desse complexo e sdo responsaveis pela hidrolise da xilana (LEE
et al., 2009).

A xilana representa a principal classe de hemicelulose. E mais suscetivel a hidrolise
que a celulose, pois ndo possui regides cristalinas e apresenta baixo grau de polimerizacéo.
Apesar disso, é necessario um sistema de enzimas especificas para degradacdo completa, dada
a sua estrutura variavel e ramificada (SHALLOM e SHOHAM, 2003).

A maior aplicacdo industrial da xilanase, livre de celulase, estd relacionada as
indUstrias de celulose e papel. Nesta aplicacao, as xilanases podem auxiliar consideravelmente
na reducdo da poluicdo ambiental, causada pela utilizacdo do cloro como agente quimico
branqueador das polpas, o que resulta na formacdo de compostos residuais denominados
organo-clorados, que s@o extremamente nocivos ao meio ambiente (WONG et al., 2001). A

Tabela 3 apresenta as diferentes caracteristicas das xilanases em diferentes industrias.
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Tabela 3 — Caracteristicas das xilanases em diferentes industrias.

Setor Aplicagao Funcéo Referéncia
IndUstria Sucos e Vinhos Rendimento e Haros et al. (2002)
de alimentos  Filtracdo de cerveja operacionalidade e
melhorar a qualidade do
produto
Panificacéo Utilizada sobre as Butt et al. (2008)

arabinoxilanas, com

funcéo de aumentar o
volume e melhorar
estrutura do miolo

Alimentacgéo
Animal Monogastricos (aves Aumentar a Kang et al. (2004)
e suinos) digestibilidade
Celulose e
Papel Biobranquiamento da  Substitui¢do do cloro que Gomes (2007)
polpa remove a xilana ligada ao Bhat (2000)
complexo lignina-
carboidrato
Téxtil e
Lavanderia  Maceracéo do linho, Reducdo e substituigéo Beg et al. (2001)
rami e canhamo das metodologias de
maceracao
2.2.4 Avicelase

As exoglicanases (EC 3.2.1.91), conhecidas também como celobiohidrolases, -1,4—
celobiohidrolases ou avicelases hidrolisam as ligacGes glicosidicas da celulose a partir das
extremidades redutora e ndo redutora, liberando celobiose. Elas atuam sobre celulose
cristalina, produzindo uma reducdo lenta e gradual do seu grau de polimerizacdo (MANSUR,
2011).

As avicelases agem de maneira progressiva em extremidades redutoras ou ndo
redutoras da celulose, com maior afinidade por celulose insolivel ou microcristalina,
liberando glicose e principlamente celobiose como produtos (MANSUR, 2011).

O Avicel comercial (também chamado de celulose microcristalina) € 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 regiées amorfas. Enzimas que
mostram atividade relativamente alta em avicel e pouca atividade sobre CMC séo

identificados como exoglucanases (MAKI et al., 2009).
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No entanto, Avicel pode conter celulose amorfa e celodextrinas soltveis, 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 limitacdes destes substratos ndo
séo claramente conhecidas.

A enzimas celulases, entre elas a avicelase, podem ser aplicadas na produgéo animal,
processamento de amido, de maltagem e fabricacdo de cerveja, alcool de cereais fermentacao,
industria téxtil e industria de celulose e papel (FAUZI e MAKKI, 2014).

2.3 Micro-organismos produtores de enzimas lignoceluliticas

A variedade de substratos existentes na natureza faz com que haja uma série de micro-
organismos com diferentes capacidades metabolicas. Esta diversidade varia amplamente entre
espécies desde aquelas altamente especializadas que podem utilizar apenas um substrato como
fonte energética, até aquelas altamente versateis que podem utilizar variados compostos como
fonte de energia e precursores metabdlitos (LYND et al., 2002). Os micro-organismos
especialistas em obter energia de fontes de carbono advindas de aclUcares da madeira,
principalmente a celulose, sdo chamados de celuloliticos (LYND et al., 2002; MENDES,
2010).

As celulases podem ser produzidas por um espectro de bactérias e fungos, aerobios e
anaerdbios, mesofilos e termofilos (DE OLIVEIRA, 2014). As principais culturas produtoras
desse complexo enzimético sdo fungos filamentosos (ZHONG et al., 2012) tais como
Aspergillus niger, Humicola insolens, Penicillium funiculosum e Trichoderma reesei (LYND
et al., 2002; SUKUMARAN et al., 2005; MENDES, 2010; SINGHANIA et al., 2010). O
maior interesse nos sistemas celuloliticos fangicos reside no fato de serem extracelulares e,
por isso, de mais facil obtencdo (SUKUMARAN et al., 2005).

Além dos fungos filamentosos, as celulases podem ser produzidas por outros micro-
organimos que incluem bactérias anaerdbicas (Clostridium, Rominococcus, etc) e aerdbicas
(Cellulomonas, Thermobifida, etc), actinomicetos (Streptomyces), plantas (Fragaria) e

animais (moluscos e insetos) (LYND et al., 2002).
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A Figura 3 apresenta um esquema de hidrélise enzimética realizado por micro-

organismos.

Figura 3 — Representacdo esquematica da hidrdlise da celulose amorfa e cristalina, com as
enzimas atuando de modo nao complexo (A) e complexada (B).
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Fonte: Lynd et al. ( 2002).

Entretanto, outros tipos de fungos merecem atencdo na producdo de tais enzimas,

como o fungo Penicillium, que foi utilizado neste trabalho.

2.3.1 Penicillium

O género Penicillium é composto por espécies pouco exigentes nutricionalmente,
capazes de crescer em qualquer ambiente com uma fonte de sais minerais ou qualquer fonte
de carbono exceto as mais complexas, numa vasta gama de condicdes fisico-quimicas. Eles
apresentam hifas septadas e conodiéforos na forma de pincéis. Seus esporos assexuados
produzem uma estrutura tipica do género designada de penicillus (pl. penicilli, que em latim
significa pincel). Os conidios nascem em cadeias produzidas pelas fialides. As fialides estdo
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em verticilos no estipe, e assentam nele diretamente ou com a intervencdo de células de
suporte especializadas. O penicillus é toda estrutura suportada pelo estipe. Os conidios sdo
regra geral de cor verde, as fialides tem pescocos curtos e paredes lisas (TORTORA et al.,
2000; FASANELLA, 2008).

A espécie de fungos Penicillium é relatado para producdo de enzimas. Estudos feitos
por Adsul et al. (2004), demostram que P. janthinellum NCIM 1117 foi identificado como
produtor de celulase utilizando bagaco de cana como substrato. Marjamaa et al. (2013),
relatou que algumas estirpes de Penicillium demonstraram ter um bom potencial na
sacarificacdo de lignoceluloses. Para producgéo de celulase destacam-se o P. brasilianum, P.
echinulatum, P. decumbens, P. funiculosum, P. janthinellum, P. pinophilum e P.
purpurogenum. Alguns complexos de Penicillium mostraram-se competitivos com o T. reesei
na hidrdlise da celulose.

A producdo de celulases e hemicelulases, segundo Jorgensen et al. (2007), por
Penicillium pinophilum IBT 4186, P. persicinum IBT 13226 e P. brasilianum IBT
20888 foi estudada durante o cultivo em batelada controlados usando varios polissacarideos
como fonte de carbono. Dillon et al. (2012), pesquisaram o efeito de producdo de enzima
celulase e xilanase por P. echinulatum S1M29 com emprego de biorreator e substrato de
bagaco de cana pré tratado. Singhvi et al. (2011) produziram celulase através de cultivo em
estado sélido pelo fungo P. janthinellum. Utilizando farelo e palha de trigo, Mo et al. (2004)
conseguiram a producéo de celulase pelo fungo P. decumbens.

No entanto, com os estudos realizados ficou comprovado que a utilizacdo de fungos

filamentosos sdo mais propicios para a producdo de enzimas em cultivo em estado sélido.

2.4 Bioprodugdo de enzimas lignoceluliticas

A geracdo de residuos e subprodutos € inerente a qualquer setor produtivo. O aumento
da conscientizacdo ecologica, iniciado no final do século XX, deixou claro que o grande
desafio da humanidade para as proximas décadas é equilibrar a producdo de bens e servicos,
crescimento econémico, igualdade social e sustentabilidade ambiental (PINTO et al., 2005).
Aplicacéo de residuos agroindustriais em bioprocessos, por um lado oferece uma alternativa
de substratos, e por outro lado ajuda a resolver problemas de poluigéo, o que sua disposi¢ao
de outra forma causa (PANDEY et al., 2000). Para a producéo de celulases tem-se dois tipos

de cultivos o em estado solido e submerso.
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Segundo Zulfiga et al.(2011), as duas principais estratégias para a producdo de
celulases por micro-organismos sdo o cultivo estado sélido e o cultivo submerso. O que difere
estes dois métodos € principalmente o teor de 4gua presente no meio reacional.

O cultivo estado soélido é definido como o crescimento de micro-organismos em
substrato sélidos, na auséncia de agua livre (RAHARDJO et al., 2006). Com teor de umidade
variando de 30-85% e a atividade de agua tipica de 0,40-0,90. Esse processo permite a
producdo de complexos enzimaticos Unicos que podem ser utilizados na industria de
alimentacdo animal para melhorar o desempenho e reduzir os custos de producao. O estudo do
cultivo estado solido se torna de extrema importancia do ponto de vista social, econémico e
ambiental, visto que o processo consiste em degradar substancias toxicas perigosas liberadas
no ambiente em substancias menos ou nao téxicos (PINTO et al., 2005).

Este tipo de estratégia para a producdo de celulases esta rapidamente ganhando
interesse, como tecnologia de baixo custo como 0s micro-organismos, em especial as culturas
de fungos que produzem comparativamente altos titulos de celulase, devido as condigdes de
cultivo que mostra semelhanca com o ambiente natural (SINGHANIA et al., 2010).

No cultivo em estado sélido, as enzimas sdo produzidas pelos fungos diretamente
sobre substratos insollveis em &gua, como materiais lignoceluldsicos, na presenca de
quantidades variaveis de agua. Essa vantagem ¢é estendida a producdo de enzimas,
proporcionando uma maior producdo quando comparada ao processo de fermentacdo
submersa. Além disso, as enzimas produzidas sao menos susceptiveis a problemas de inibicédo
por substrato e também possuem uma estabilidade maior a variagdes de temperatura e pH
(FLORENCIO, 2011; PANDEY et al., 2000).

Outra vantagen de destaque é a possibilidade de utilizacdo de residuos agroindustriais
como substrato solido, servindo estes como fontes de carbono e energia.

Segundo Singhania et al. (2010), quando otimizado, o cultivo em estado soélido,
apresenta uma concentracdo elevada de produtos, menos geracdo de efluentes, e baixa
repressdo catabdlica que o torna uma tecnologia promissora. Na Tabela 4 apresenta-se alguns
relatos de autores em estudos com diferentes micro-organismos, substratos e enzimas em

cultivo em estado sélido.
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Tabela 4 — Micro-organismo e substrato que produzem diferentes enzimas lignoceluloliticas

em cultivo em estado solido.

Micro-organismo Substrato Enzima Referéncia
P.decumbens Farelo e palha de 17,7FPU.g" Mo et al. (2004)
trigo

Penicillium
citrinum YS40-5

Bacillus sp.
SMIA-2

A. fumigatus
MS16

A. niger + T.
reseei

Trichoderma
viridae

Penicillium
decumbens L-06

T. reesei QM2124

P.echinulatum

P.janthinellum

A.aculeatus
URMA4953
A. phoenicis URM
4924

Penicillium spp.
LEMI A822

Farelo de arroz

Bagaco de cana de
acucar e agua de
maceracdo de
milho
Bagaco de cana

Palha de arroz +
farelo de trigo

Bagaco de cana

Farelo de arroz
Casca de soja+
farelo de trigo
Bagaco de
cana+tfarelo de
trigo

Bagaco de cana
Bagaco de cana de

acucar

Residuo de soja

B-glicosidase 159,1 U.g™

avicelase 0,83 UmL™*
CMCase 0,29 UmL™

xilanase 2 lU.mL™*

FPase 35,8 IU.g™

B-glicosidase 33,71 U.g*

CMCase 131,34 IU.g*

xilanase 3106,34 1U.g*

FPase 0,88 U.mL?,
CMCase 33,8 UmL™,
BGL 0,33U.mL™*
FPase 5,76 U.g*
Fpase 10,55 U.g™

xilanase 10 U.g™

xilanase 23 U.mL™*

celulase total 0,45 UImL"

!-endoglucanase
0,60UImL™ xilanase
30,05 U mL™

CMCase 0,65 U.mg™

Ng et al. (2010)

Ladeira et al. (2015)

Samina Naseeb et al.
(2015)

Dhillon et al. (2011)

Adsul et al. (2004)

Long et al. (2009)

Brijwani et al.(2010)

Camassola e Dhilon
(2007)

Oliveira et al. (2005)

Sales et al. (2010)

Cunha et al. (2016)

Diversos pesquisadores tém investigado a utilizacdo de residuos lignoceluldsicos

como substrato em processos fermentativos para producdo de enzimas como, por exemplo, a
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utilizacdo de farelo de trigo (ROOPESH et al., 2006; GOMATHI et al., 2012), farelo de arroz
(NG et al. 2010), bagaco de cana (CUNHA et al., 2012; KARP et al., 2012), palha de arroz
(SHARMA e ARORA, 2011), palha de cana, sabugo de milho e folhas secas (KUMAR et al.
2013) e a casca do coco verde (OLIVEIRA, 2010).

2.4.1 Residuos agroindustriais utilizados na bioproducdo de enzimas

Os residuos agricolas, florestais e agroindustriais sdo, na sua maioria, biomassa
lignocelulosica, e representam uma fonte abundante e renovével de substratos que podem ser
biologicamente convertidos em biomassa microbiana de elevado valor nutricional. Estes
substratos sdo 0s mais pesquisados, pois apresentam baixo custo (TORRES et al., 2012).

Estes materiais organicos, em sua maioria insoliveis em agua, sao fontes de carbono e
nitrogénio, atuando como suporte para o crescimento de micro-organismos. Bactérias e
leveduras crescem na superficie, enquanto que a estrutura micelar de fungos filamentosos
penetra nas particulas do substrato (CORREIA, 2004).

Vaérios residuos agroindustriais podem ser utilizados como substrato, como o bagaco
de laranja, farelo de trigo e de arroz, farelo de soja, polpa de maca, polpa de café, quirela de
milho, bagago de cana, casca de maracuja, bagaco de abacaxi, pedunculo de caju, palha de
arroz (CORREIA, 2004). O bagaco de cana de acgucar e a casca de soja sao 0s substratos que
mais se destacam nessa proucdo, pelo facil acesso e alta producdo no Brasil. Sdo ricos em
nutrientes 0 que faz com que o meio seja propricio para o desenvolvimento de micro-

organimso.

Bagaco de cana

A cana-de-acUcar, nome comum de uma herbacea vivaz, planta da familia das
gramineas, espécie Saccharum officinarum, originaria da Asia Meridional, é muito cultivada
em paises tropicais e subtropicais para obtencdo do acucar, do alcool e da aguardente, devido
a sacarose contida em seu caule, formado por numerosos nés (CASTRO e PEREIRA Ur,
2010).

O bagago de cana-de-agUcar €, sem davida, o residuo agroindustrial obtido em maior
quantidade no Brasil, aproximadamente 280 kg/ton moida. Estima-se que a cada ano sejam
produzidos de 5 a 12 milhdes de toneladas desse material, correspondendo a cerca de 30% do
total moido (CASTRO e PEREIRA Jr, 2010). E um residuo fibroso do colmo, remanescente
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do processo de obtencdo do caldo de cana para producdo de acucar e alcool. Ao ser
hidrolisado, o produto apresenta uma fase liquida, constituida principalmente de glicose e
xilose, entre outros actcares (BOCCHINI et al., 2005).

Para Zufiga (2009), o bagaco de cana apresentou melhores resultados quando

utilizado como substrato na producéo de celulases.

Casca de soja

Outro substrato muito encontrado no Brasil é a casca de soja. Segundo BRASIL
(2015), estima-se que foram gerados cerca de 1,64 milhGes de toneladas deste residuo na safra
2013/2014.

A casca de soja, um subproduto obtido da industrializacdo da soja, € uma pelicula que
reveste o grao, e consiste de uma fonte rica em fibra de baixa lignificagdo, com um teor de
proteina bruta de cerca de 12% e um teor de fibra bruta ao redor de 36%. Tem grande
destague no cenario nacional, em virtude da alta producéo brasileira de soja (RESTLE et al.,
2004).

E uma matéria-prima de custo acessivel e que apresenta em sua COMPOSiGAO
importantes elementos bioquimicos (proteinas, lipidios, carboidratos, minerais, vitaminas,
fibras, polissacarideos, lecitina, isoflavondides, dentre outros) que constituem excelente meio
nutricional para o crescimento e desenvolvimento de micro-organismos utilizados em
processos como o cultivo estado s6lido (PARIS, 2008).

Segundo Mitchell et al. (2000), o tamanho 6timo da particula deve favorecer o acesso
aos nutrientes e disponibilizacdo de oxigénio. Particulas com tamanho menores que 1mm a 1
cm tem sido frequentemente usadas em CES.

Conforme Pandey et al. (1999), as particulas menores do substrato oferecem éarea
superficial maior para o ataque microbiano. Porém, uma particula de substrato muito pequena
pode resultar em aglomeragdo do substrato que pode interferir na respiracdo microbiana e
pode resultar em pouco crescimento. J& nas particulas maiores, hd uma melhor aeracéo devido
aos espacos entres estas particulas e com isso limitam a superficie para o ataque microbiano.

Cada processo necessita, em particular, um tamanho de particula.
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2.5 Fatores que influenciam na estabilidade enzimatica

A estabilidade de uma enzima pode ser afetada pelas condi¢cGes do meio, dentre elas a
temperatura e pH. Altas temperaturas podem levar a desnaturacdo da enzima e acarretara na
inativacdo da mesma, e com isso a ndo obtencdo dos resultados desejados com seu uso. O
mesmo acontece quando as temperaturas sdo muito baixas. Outro fator a ser cuidado é a
velocidade de reacdo, pois com uma determinada temperatura, a velocidade pode diminuir
bruscamente. Para cada tipo de enzima existe uma temperatura ideal, onde a velocidade da
reacdo é maxima, permitindo um maior numero possivel de colisbes moleculares sem
desnatura-la (NELSON e COX, 2014).

O pH também afeta a estabilidade das enzimas de forma que estas apresentam um
valor ou uma regido de pH 6timo onde sua atividade sera maxima. O pH 6timo para a maioria
das enzimas lignoceluloliticas fica entre 6 e 8, mas ha exce¢des, uma vez que a concentragao
de fons H* pode influenciar na ligagdo das enzimas e seus substratos devido a repulsio de
cargas ou afetar residuos dos sitios cataliticos (NELSON e COX, 2014).

Devido as condicdes de processamento na industria, como elevadas temperaturas e
valores de pH extremos, as enzimas podem se tornar instaveis e totalmente inativas durante o
processo, assim € importante conhecer certas caracteristicas das enzimas para avaliar qual
melhor faixa de operacdo (SOUZA, 2008).

Conforme Castro e Pereira Jr. (2010), 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. Zhang et
al. (2004) avaliaram a linhagem Bacillus sp. em pH 10,5 para producédo de celulases. Riou et
al. (1998) e Bollok et al. (2000), avaliaram em relacdo as celulases de actinomicetos
(Streptomyces) onde os resultados para temperatura por volta de 50°C e valores de pH entre
moderadamente &cidos e neutros foram os melhores.

Segundo Kulkami et al. (1999), geralmente as xilanases produzidas por fungos sdo
estaveis na faixa de pH de 3,0 a 10,0. Estudos com o extrato produzido pelo fungo Aspergillus
foetidus quando incubados a 60°C apds uma hora apresentou 20% da sua atividade original
(SHAH e MADAMWAR, 2005).

Makky (2009) investigou a produgéo de avicelase pelo fungo filamentoso termofilico
Geobacillus stearothermophilus quando cultivado no bagaco de cana de aglcar e enzima
apresentou pH e temperatura 6tima a 7,0 e 50°C, respectivamente. Além disso, mostrou boa

estabilidade entre temperaturas variando de 30-80°C.
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3 MATERIAL E METODOS

Este capitulo apresenta as metodologias utilizadas na otimizacao e/ou maximizacao do
processo de bioproducdo e da extracdo das enzimas lignoceluloliticas, da caracterizacao

parcial das enzimas e potencial aplicacdo na hidrélise de substratos linocelulésicos.

3.1 Screening de micro-organismos lignoceluloliticos

Os micro-organismos utilizados para este estudo foram previamente isolados por
Bortoli et al. (2015) e encontram-se no Laboratorio de Biotecnologia de Alimentos da URI
Erechim.

As amostras utilizadas para o isolamento dos micro-organismos foram coletadas e
inoculadas em erlenmeyers contendo meio de cultura Potato Dextrose Agar (PDA) e
incubadas em estufas (Tecnol modelo: TF 393/2) a 25°C por 5 a 7 dias. Ap0s 0 crescimento
dos micro-organismos em cada erlenmeyer, estes foram repicados, um a um, para placas de
Petri com PDA e incubadas novamente a 28°C por 5 a 7 dias. Os micro-organismos crescidos
foram repicados sucessivamente até isolamento completo dos mesmos.

Para preservar as culturas e diminuir o risco de alteracdo no perfil genético, foi
realizado o congelamento das culturas de fungos filamentosos em ultra freezer a -80°C (MDF
U3086S - Sanyo).

Os fungos filamentosos foram pré-identificados pela técnica de microcultivo conforme
descrito por Barnett e Hunter (1998). Os micro-organismos foram inoculados em uma fatia de
agar colocado sobre uma lamina de vidro esterilizado e coberto por uma laminula estéril. A
lamina foi colocada em uma placa de Petri, e incubada por cinco dias a 25°C. A lamela com
as hifas aderidas foi retirada e corada com corante azul de algodao (Figura 4) e identificadas

em microscopio.
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3.2 Bioproducéo de enzimas lignoceluliticas
3.2.1 Preparo do in6culo

Como descrito anteriormente, realizou-se o crescimento do fungo e seus respectivos
repiques. Apos esta etapa realizou-se a coleta dos esporos adicionando-se 20 mL de solucéo
aquosa de Tween 80 (0,1 % v/v) e pérolas de vidro estéreis adicionadas ao frasco, para uma
melhor remocgé&o dos esporos. A suspensdo resultante, quando nédo utilizada de imediato, era
armazenada a 4°C, por um tempo méaximo de 15 dias. Para a contagem dos esporos, 1 mL da
suspensao, retirada assepticamente, foi diluido de 10 a 1000 vezes em solugdo aquosa estéril
de Tween 80 (0,1 % v/v). A suspensdo resultante foi transferida para uma camara de
Neubauer (Inlab) (Figura 5) para contagem dos esporos (FREIRE, 1996) e realizado o célculo
da quantidade de esporos desejada. A concentracdo da suspensdo foi ajustada para se alcancar
1x10" esporos/g de substrato seco de acordo com a concentracdo definida por Dhillon et al.
(2011).
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Figura 5 — Esporos do fungo filamentoso (a); camara de Neubauer (b).
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3.2.2 Selecdo dos micro-organismos e substratos para producdo de enzimas lignoceluloliticas

Para a selecdo dos micro-organismos potenciais produtores de enzimas
lignoceluloliticas (nesta etapa especificamente xilanase e FPase), foram realizados cultivos
em estado solido avaliando-se o comportamento cinético de produgdo pela andlise de
amostras do cultivo em 0; 3; 6; 9; 12; 15; 18 e 21 dias e 0s substratos cana de aglcar e casca
de soja.

Os cultivos em estado so6lido foram conduzidos em béqueres de polipropileno de 600
mL tampados com manta acrilica hidrofébica, contendo 10 g de substrato seco com umidade
ajustada para 70 % com agua destilada (DESWAL et al., 2011). Estes foram submetidos ao
processo de esterilizacdo em autoclave (Phoenix modelo: AV-75) por 15 min a 121°C. Apo6s
esta etapa iniciou-se a inoculacdo do substrato utilizando 2mL de inéculo com 1x10’
esporos/g de substrato seco. Os béqueres, com os substratos lignocelulésicos (casca de soja ou
bagaco de cana), foram incubados em camara de germinacdo (MOD. 347 CDG) a 30 + 1°C,
com injecdo de ar umido conforme Dhillon et al. (2011).

Foram utilizados erlenmeyeres de 250 mL para 0 processo de extracdo, no qual o meio
fermentado foi adicionado ao tampdo citrato (0,1M pH 4,8) 1:15 (3,33g de substrato
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fermentado para 50 mL de tampdo). Os frascos foram colocados em um agitador orbital
mecénico (Nova Etica, incubadora 430 RDB) por 30 min a 50°C e 100 rpm, conforme
descrito por Dhillon et al. (2011). Para este estudo, todos os ensaios foram realizados em
triplicata.

Os substratos utilizados para este estudo foram a casca de soja cedida pela Empresa
Olfar, Erechim/RS e 0 bagac¢o de cana, proveniente da Cooperativa Triticola de Erechim Ltda
(Erechim, RS). Os substratos foram estocados a temperatura ambiente e utilizados sem
tratamento prévio. Para caracterizacdo dos residuos de bagaco de cana, casca de soja e sabugo
e palha de milho amostras foram encaminhadas ao Laboratério Fisico-Quimica do CEPA
(Universidade de Passo Fundo/RS) onde realizou-se as analises de: umidade, fibra bruta,
proteina bruta e residuo mineral fixo pelo método da Espectrofotometria de Reflectancia no

Infravermelho Proximo (NIR).
3.2.3 Efeito da temperatura, concentragao de esporos e do teor de umidade

Para avaliar a influéncia da temperatura na bioproduacdo de enzimas lignoceluloliticas
produzidas pelo fungo filamento Penicillium sp. variou-se a temperatura de 20 a 35°C,
utilizando como substrato casca de soja com umidade de 70%, concentrac&o de esporos 10’ e
14 dias de fermentacdo para xilanase e 7 dias para FPase, avicelase e CMCase. As condi¢cbes
de extracdo foram 50°C, 100 rpm por 30 min, utilizando tampéo citrato 0,1M a pH 4,8
conforme descrito por Dhillon et al. (2011).

Para avaliar se a quantidade de esporos por Penicillium sp. (CLF1) e o teor de
umidade apresentavam efeito significativo na producdo de FPase, xilanase, CMCase e
avicelase, em 7 e 14 dias, foi realizado um planejamento fatorial completo 2% (Delineamento
Central Composto Rotacional - DCCR), incluindo 4 ensaios fatoriais, 4 ensaios nos pontos
axiais e 3 repeticbes no ponto central, totalizando 11 ensaios (Tabela 5). As varidveis
independentes foram: concentragdo de esporos por grama de meio imido (X;) e umidade (%
b.u.) (X;) e a variavel dependente (resposta) foi a medida da atividade enzimatica (U/g). A
agitacdo, temperatura e tempo de extracdo foram mantidos constantes como descritas no item
3.2.2 100 rpm, 50°C e 30 min, respectivamente.

A quantidade volumétrica de agua a ser adicionada foi dimensionada através de
calculo de balanco de massa, descontando a umidade inicial da mistura e a aliquota de

suspensdo de esporos.
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Tabela 5 — Variaveis independentes e niveis utilizados no planejamento fatorial completo 2°
para bioproducgdo de enzimas lignoceluloliticas.

Variaveis . Niveis
Independentes ©0d190S 141 X] o 1 T141
esporos (Log) X1 (4x10Y)  (1x10°)  (1x10°%  (1x10")  (2,5x10")
Concentracao 4,6 5 6 7 7,4
Umidade (%0) Xo 34 40 55 70 76

3.3 Processo de extracdo das enzimas lignoceluloliticas

Para 0s ensaios que apresentaram a maior producdo enziméatica conforme item 3.2.3,
foram testados diferentes solventes e solugfes para a extracdo das enzimas lignoceluloliticas,
dentre as quais: agua destilada, NaCl 1%, tampdo citrato de sédio (0,05 M, pH 4,5), tampé&o
acetato de sddio (0,2M pH 5,5) e Tween 80 (0,1% v/v). Nesta etapa, 0 processo de extracao
foi realizado adicionando-se a 50 mL de tampdo ou solugdo 3,33g de substrato fermentado
(razdo 1:15 m/v). Os frascos foram colocados em um agitador orbital mecénico (Nova Etica,
incubadora 430 RDB) por 30 min a 50°C e 100 rpm. Para este estudo, todos 0s ensaios foram
realizados em triplicata.

Na sequéncia, como estratégia para a otimizagdo do processo de extracdo com o
solvente/tampéo que apresentou o melhor resultado foi realizado um planejamento fatorial
completo 22 (Delineamento Central Composto Rotacional - DCCR), incluindo 4 ensaios
fatoriais, 4 ensaios nos pontos axiais e 3 repeti¢cbes no ponto central, totalizando 11 ensaios.
As variaveis independentes foram: temperatura de extracdo (°C, X3), e velocidade de agitacdo
(rpm, X;). A Tabela 6 apresenta as variaveis independentes e seus respectivos niveis. A

variavel dependente (resposta) foi a medida da atividade enzimatica (U/g).

Tabela 6 — Variaveis independentes e niveis utilizados no planejamento fatorial completo 2°
para a extracdo da celulase.

Variaveis . Niveis
Cadigos
Independentes 141 1 0 v +141
Temperatura (°C) X1 35,9 40 50 60 64,1

Agitacio (rpm) X, 54,5 75 125 175 1955
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3.4 Caracterizacao parcial dos extratos lignoceluloliticos
3.4.1 Avaliacdo da temperatura e pH 6timo

Para avaliar a temperatura e pHs 6timos das enzimas FPAse e CMCase, xilanase e
avicelase empregou-se um planejamento fatorial completo 2% sendo que os niveis das
variaveis encontram-se descritos na Tabela 7. Para o ajuste dos valores de pH empregou-se
solucbes tampéo de Tris-HCI 0,05 M e NaOH 0,01 M e para o controle da temperatura 0s
extratos foram incubados em banho-maria (Nova Etica).

Tabela 7 — Variaveis independentes e niveis utilizados no planejamento fatorial completo 22
de temperatura e pH 6timos das enzimas FPase e CMCase, xilanase e avicelase.

Variaveis Niveis
Independentes Codigos -1,41 -1 0 1 1,41
FPase e CMCase
pH X7 3,5 3,9 4,9 5,9 6,3
Temperatura (°C) Xs 36 40 50 60 64
Xilanase e Avicelase
pH X7 3,9 4,3 5,3 6,3 6,7
Temperatura (°C) Xs 36 40 50 60 64

3.4.2 Estabilidade térmica e as diferentes condi¢des de pH

A fim de determinar a estabilidade térmica dos extratos enzimaticos brutos da FPase e
CMCase, xilanase e avicelase, estes foram submetidos a diferentes temperaturas, -20, 4, 25,
40 e 50, 60 e 70°C em pH de 4,9. Também foi realizado outro estudo de estabilidade
especificamente na temperatura de 25°C com variagédo de pH de 4; 5; 6 e 6,5 para CMCase e
FPase e pH de 3,5; 4,5; 5,5 e 6,5 para avicelase e xilanase a 25°C.

As amostras foram coletadas periodicamente para avaliagdo das atividades
enzimaticas. A estabilidade térmica foi expressa em termos de porcentagem residual da

atividade enzimatica de FPase,xilanase,avicelase e CMCase.
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3.4.3 Determinacdo de parametros cinéticos da energia de desativacao

O tempo de meia vida (ty2), constante cinética de desnaturacdo térmica (Kg) e valor D
foi determinado com temperaturas de 25, 40, 50, 60 e 70 °C. A influéncia da temperatura

sobre a constante de velocidade de inativacdo enzimética (Kq) obedece a lei de Arrhenius
Eq o ; A
[K, = AekT ], e sua linearizagdo [In(K,) = In(4) — i—; ], onde os parametros E4 e A foram

estimados da inclinag&o e o coeficiente angular da reta, onde A é a constante pré-exponencial

de Arrhenius, E4 é a energia de ativacdo da desnaturacdo enzimatica, R é a constante universal
dos gases (8,314x10° kJ mol™K™) e T é a temperatura absoluta (K).

2]
O tempo de meia vida (ti2) [f1/2 =%] e o valor de reducdo decimal (D)
d

Ln (10) - 5
[D = . ] corresponde aos tempos necessarios para obter uma reducdo de 50% na
d

atividade inicial em uma dada temperatura e para reduzir a velocidade de reacdo até 10 % do
valor inicial. O valor Z, especificado como a variacdo da temperatura requerida para que o
valor D sofra uma reducdo de um ciclo logaritmico, foi estimado pelo inverso do coeficiente

angular da reta no grafico de log (D) versus temperatura (°C).

3.5 Avaliacéo da hidrolise de substratos lignoceluldsicos

A hidrolise enzimatica de cada substrato sem tratamento prévio foi realizada como
descrita previamente com algumas modificacdes por Liu et al. (2011). Os ensaios foram
realizados em frascos erlenmeyers nos quais foram adicionadas 2 g do residuo lignocelulésico
(casca de soja, sabugo e palha de milho) e autoclavados por 15 min a 121°C. Posteriormente
adicionou-se a cada um dos substratos, separadamente, 100 mL da mistura reacional,
contendo: 94 mL de tamp&o citrato de sodio 0,05 M em pH 5,0; 1 mL de tetraciclina (40 pg
mL™), visando inibir a contaminagdo microbiana, e 5 mL do extrato enzimatico bruto. As
reacOes foram realizadas em agitador orbital sob agitacdo de 200, 300 e 350 rpm até a
hidrolise estabilizar. A liberacdo de acucares redutores (AR) na hidrolise foram estimados
usando o método do DNS (acido dinitrosalicilico) (MILLER, 1959).
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3.6 Determinacéo analitica

3.6.1 Atividade de Avicelase (exo-glucanase)

A atividade de avicelase (EC 3.2.1.91) consiste na adicdo de 1mL do extrato
enzimético bruto em 1 mL de solu¢do 1% de celulose microcristalina (avicel), em tampéao
acetato 0,05M, pH 5,0 e incubado a 50°C, por 30 min conforme Método AVC (Avicelase)
descrito por Maki et al. (2009). Periodicamente, o sistema sustrato-enzima foi agitado com a
finalidade de manter a celulose em suspensdo. Os agUcares redutores liberados foram
determinados pelo método do &cido-3,5- dinitrosalicilico (DNS), de acordo com Miller
(1959).

3.6.2 Atividade de carboximetilcelulase (CMCase)

Para determinacdo da atividade de carboximetilcelulase (CMCase), utilizou-se o
procedimento recomendado por Ghose (1987), tendo empregado como substrato a
carboximetilcelulose sodica a 2%, em tampéo citrato 0,05 M (pH 4,8). O substrato (0,5 mL)
foi colocado em tubos de ensaio com capacidade de 25 mL, com posterior adicdo de 0,5 mL
do extrato enzimatico. A reacdo enzimatica ocorreu a 50°C, durante 30 min. A seguir, a
quantidade de glicose liberada foi dosada em espectrofotémetro pelo método DNS (MILLER,
1959) nas seguintes categorias: (1) tubos das amostras para serem quantificadas (AE); (2)
tubo com branco reacional para zerar o espectrofotometro; (3) tubos de controle da enzima
(enzima e/ou extrato enzimatico sem substrato) e (4) tubos controle do substrato (substrato
sem enzima e/ ou extrato enzimatico).

Antes das leituras, os tubos foram submetidos a uma temperatura de 95°C por 5 min e
posteriormente transferidos para um banho de gelo fundente. Para o término desta etapa,
adicionou-se 8 mL de solugdo estabilizante (tartarato de sodio e potéssio) e os tubos foram
homogeinizados. O tubo com o branco reacional foi preparado com 1,5 mL de tampao citrato
e apbs 0s 60 min adicionou-se DNS.

A curva padrédo para o teste de CMCase foi estabelecida com a utilizacdo de glicose
nas concentracdes de 0,1 a 6,7 mg.mL™. Ap6s as leituras em espectrofotdmetro, os dados
foram plotados em um grafico (absorbancia x concentracdo de glicose), obtendo-se a equagéo

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 acgucar
redutor por mL de caldo por minuto, obtida pela Equacéo 1.

V;

CMCase UmL")=ARTx— "
018x V. xT,

1)

Onde:

ART: aclcares redutores totais produzidos na etapa de hidrélise (mg.mL™);

V1 volume total utilizado na hidrolise (volume do tampé&o + volume de enzima) (mL);
Vc: volume de enzima utilizado na hidrélise (mL);

Tu. tempo de hidrolise (min);

0,18: 1umol de glicose (mQ).
3.6.3 Atividade de FPase

De acordo com Ghose (1987) a atividade de celulase é determinada como atividade de
papel filtro (FPA) e expressa em unidades de papel filtro (FPU — Filter Paper Units) por
volume de enzima original. Durante as reacdes, parte da concentracdo da glicose pode surgir
do substrato e/ou da propria enzima, sendo que o complexo enzimatico pode conter agucares
nutrientes.

Utilizou-se quatro tubos de ensaio onde cada um deles continha: (1) tubos das
amostras para serem quantificadas (AE); (2) tubo com branco reacional para zerar o
espectrofotémetro; (3) tubos de controle da enzima (enzima e/ou extrato enzimatico sem
substrato) e (4) tubos controle do substrato (substrato sem enzima e/ ou extrato enzimatico).

Para a quantificacdo enzimatica, onde em cada tubo de ensaio, colocou-se 1 mL de
solugédo tampéo citrato 0,2 M pH 4,9 e 0,5 g de papel filtro enrolado (tiras de papel filtro
Whatman n°l com tamanho de aproximadamente 1,0 x 6,0 cm). Estes sofreram um
aquecimento prévio (banho maria, 50°C, 10 min) para o equilibrio da temperatura. Apds este
tempo, adicionou-se 0,5 mL de enzima e/ou extrato enzimatico e 0s tubos retornaram ao
banho maria por mais 60 min. Ao final desta etapa, foi removido de cada tubo a aliquota de
0,5 mL e adicionou-se 0,5 mL do DNS com leitura no espectrofotometro a 540 nm (MILLER,
1959). Antes das leituras, os tubos foram submetidos a uma temperatura de 95°C por 5 min e
posteriormente transferidos para um banho de gelo fundente. Para o término desta etapa,

adicionou-se 8 mL de solucdo estabilizante (tartarato de sddio e potassio) e os liquidos
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internos dos tubos foram homogeinizados. O tubo com o branco reacional foi preparado com
1,5 mL de tampdo citrato e apds os 60 min adicionou-se DNS como descrito anteriormente.

A curva padrdo para o teste de FPase foi estabelecida utilizando-se glicose nas
concentracdes de 6,7-0,1 mg.mL™. As leituras foram plotadas em um gréfico (Absorbancia X
Concentracdo de glicose), obtendo-se assim a equacao da reta que foi utilizada nos céalculos de
atividade enzimaética.

Segundo Ghose (1987), uma unidade de atividade enzimética libera 1 umol de aglcar

redutor por mL de caldo por minuto, ou seja, U = umol min™® mL™, idem a equacéo 1.
3.6.4 Atividade da xilanase

A atividade da xilanase foi determinada pela liberacéo da quantidade de agucar redutor
de uma solugdo a 1% xilana “birchwood” (Sigma) preparada em solugdao tampao citrato de
sodio 0,05 M, pH 5,3, a 50°C (BAILEY et al., 1992).

Os acucares redutores DNS (MILLER, 1959) foram dosados nas seguintes categorias:
(1) tubos das amostras para serem quantificadas (AE); (2) tubo com branco reacional para
zerar o espectrofotdmetro; (3) tubos de controle da enzima (enzima e/ou extrato enzimatico
sem substrato) e (4) tubos controle do substrato (substrato sem enzima e/ ou extrato
enzimatico).

Para quantificagdo adicionou-se 1,8 mL da solucdo xilana em tubos que foram
incubados em banho maria, a 50°C por 5 min. Em seguida, fez-se a adi¢cdo de 200 uL da
enzima e/ou extrato enzimatico, incubando-se por mais 5 min. Desta, retirou-se uma aliquota
de 0,5 mL que foi adicionado a 0,5 mL de DNS. Antes das leituras, os tubos foram
submetidos a uma temperatura de 95°C por 5 min e posteriormente transferidos para um
banho de gelo fundente. Para o término desta etapa, adicionou-se 8 mL de solucéo
estabilizante (tartarato de sédio e potassio) e os tubos foram homogeinizados. O tubo com o
branco reacional foi preparado com 1,5 mL de tamp&o citrato e ap6s os 60 min adicionou-se
DNS.

A curva padrédo para o teste de xilanase foi estabelecida com a utilizagéo de xilose nas
concentracdes de 5,0 — 0,1 mg.mL™ Apés as leituras em espectrofotdmetro, os dados foram
plotados em um grafico (absorbancia x concentracdo de xilose), obtendo-se a equagéo da reta
que foi utilizada nos célculos de atividade enzimatica.

Uma unidade de atividade enzimatica (U) é definida como a quantidade de enzima

capaz de liberar 1 pmol de agucares redutores, expressos como xilose, por minuto, a 50°C.
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Como fins comparativos e de padronizacdo, as atividades enzimaticas finais para
FPase, carboximetilcelulase e xilanase, foram expressas em produgdo enzimatica por grama
de substrato seco (U.g™*) de acordo com a Equagéo 2.

[enzima] x V,

ampao 2
v )

FPase (U.g™") =

Onde:

[enzima]: atividade enziméatica (U.mL™);
Viampio: VOlume de tampao na extragdo (mL);
M: massa de substrato seco (Q).

3.6.5 Determinacéo da composicdo centesimal dos substratos

Os ensaios para obtencdo dos resultados de umidade, fibra bruta, proteina bruta e
matéria mineral foram realizados no Centro de Pesquisa em Alimentacdo (CEPA) da
Universidade de Passo Fundo, pelo método da Espectrofotometria de Reflectancia no

Infravermelho Proximo (NIR).
3.7 Tratamento estatistico

Os resultados obtidos referentes a sele¢cdo do micro-organismo e substratos, influéncia
do tempo e da temperatura, foram tratados estatisticamente pela Andlise de Variancia
(ANOVA) e a comparacdo entre as diferencas das médias pelo teste de Tukey com auxilio do
software Statistica versao 5.0, com nivel de significancia de 95 % de confianca. Os resultados
obtidos nos planejamentos fatoriais foram tratados estatisticamente segundo metodologia de
planejamentos de experimentos, com auxilio do software Statistica versdo 5.0, com nivel de
significancia de 95 % de confianca. Para validacdo dos modelos foi utilizada a analise de
variancia, verificando-se o coeficiente de correlacdo (R) e a amplitude de grandeza do F

calculado em relagéo ao F tabelado (p<0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados os resultados e discussfes referentes a selecdo de
micro-oganismos e substratos, estudo de variaveis que influenciam na producéo e extracéo de

celulases, caracterizacdo parcial e aplicacdo dos extratos enzimaticos obtidos.

4.1 Selecdo dos micro-organismos e substratos para producdo de enzimas

lignoceluloliticas

Para selecionar micro-organismos com potencial para produgdo de enzimas
lignocelulésicas foram testadas cepas isoladas por Bortoli et al. (2015) de 6leo de oliva,
requeijdo, queijo minas, extrato de tomate, 6leo de soja, folhas, frutas, nata, creme de leite,
carne, maionese e também de amostras de farelo de soja deterioradas e contaminacdes
existentes em meios de cultura.

Dentre os fungos isolados com atividade celulolitca qualitativa, selecionou-se os
isolados 04.03.12; T2F4; CLF1 e T2F1 por apresentarem diametros de halo de degradacdo da
celulose ao redor da coldénia em agar carboximetilcelulose grandes, em relacdo a outros
isolados testados (BORTOLI et al., 2015).

A Tabela 8 apresenta os resultados de atividade de xilanase e FPase empregando 0s
isolados CLF1 e T2F4 crescidos em casca de soja e bagaco de cana por um periodo de cultivo
de até 21 dias, a fim de selecionar o melhor substrato. Ndo houve aumento significativo de
atividade enzimatica a partir de 14 dias de cultivo, independentemente do fungo isolado e da
enzima avaliada. Ao analisar os resultados obtidos, verifica-se que entre estes, o melhor
substrato foi a casca de soja para a producdo tanto de xilanase como de FPase,
independentemente do fungo utilizado, desta maneira, o substrato selecionado para dar
continuidade ao trabalho foi a casca de soja.

A partir dos resultados obtidos na Tabela 8 optou-se por realizar o estudo com o fungo
CLF1 com tempos de fermentagéo de 7 dias para as enzimas FPase e CMCase e de 14 dias

para xilanase.
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Tabela 8 — Selecéo de substratos (casca de soja e bagaco de cana) para a producdo de xilanase e FPase com os fungos CLF1 e T2F4.

CLF1 T2F4
Tempo Xilanase(U/g) FPase(U/g) Xilanase(U/g) FPase(U/g)

(dias) Casca Bagaco Casca Bagaco Casca Bagaco Casca Bagaco

de soja de cana de soja de cana de soja de cana de soja de cana
0 3,60%+ 0,25 2,43°+0,21 0,44°+0,03 0,29°+0,01 6,65°+ 0,31 3,17°+0,28 | 0,32°+0,02 0,22°+0,03
3 63,24°+ 4,02 32,19°+ 3,20 0,48°+0,02 0,36°+ 0,02 54,42%+ 527 14,41°+ 1,33 | 0,79%+0,06 0,25°+0,02
7 127,34%+1152 81,24°+9,71 0,69°+0,04 0,50°+0,03 75,84%+ 6,87 24,30°+ 3,16 | 0,82%+0,07 0,47°+0,04
10 162,05%+ 13,40 102,10°+ 10,27 | 1,05%+0,07 0,82°+0,06 | 122,72+ 11,62 52,37°+524 | 0,89+ 0,09 0,49°+ 0,04
14 212,11°+19,25 109,67°+9,02 | 1,02°+0,07 0,82°+0,05 | 177,72°+1591 65,05°+6,18 | 0,86°+0,09 0,57°+ 0,06
17 213,20+ 23,09 105,75°+10,44 | 1,03*°+0,06 0,79°+0,08 | 169,54°+17,73 57,38°+586 | 0,75°+0,06 0,56"+ 0,05
21 206,20+ 18,78 98,96+ 8,30 0,95°+0,08 0,75+0,07 | 163,31*+16,48 66,68°+6,36 | 0,74°+0,06 0,52°+ 0,04

Médias seguidas de letras diferentes diferem entre si pelo teste t de Student com 95% de confianga, comparando os substratos para cada enzima e cada fungo em cada tempo.
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Além da casca de soja, muitos outros residuos agroindustriais sdo utilizados como
substratos. Castro e Pereira Jr (2010) relatam o uso de alguns como: bagaco de cana, palha de
cana, palha de soja, palha de arroz e sabugo de milho. Astolfi (2014), em seus experimentos
com a utilizacdo de casca de soja e bagaco de cana, obteve melhores respostas de producéo
enzimética quando comparado ao presente trabalho que a casca de soja apresentou-se com um
substrato de melhores producées. Sales et al. (2010) utilizaram como substrato o bagaco de
cana para producdo de enzimas celulases e xilanases. Brijwani et al. (2010) utilizaram como
substratos a casca de soja associada ao farelo de trigo para producéo de T. reesei QM 2124,
Yoo et al. (2011) para a sacarificacdo enzimatica de casca de soja (as quais foram submetidas a
diferentes tratamentos) combinaram trés celulases comerciais (Celluclast 1,5L, Novozyme 188 e
Viscozyme®L) submetida a diferentes pré-tratamentos, e obtiveram um rendimento de glicose de
0,16 g.g™ em casca de soja sem tratamento.

A Tabela 9 apresenta os resultados de umidade, fibra bruta, proteina bruta e residuo
mineral fixo dos residuos agroindustriais empregados como substratos para producdo das

enzimas (bagaco de cana e casca de soja) e nos testes de hidrdlise (sabugo/palha de milho).

Tabela 9 — Caracterizacéo dos residuos agroindustriais utilizados na producéo de enzimas
lignoceluloliticas.

Residuo agroindustrial Caracterizacéo (%)
Umidade Fibra Proteina Residuo
Bruta Bruta Mineral Fixo
Bagaco de cana 7,30 41,3 2,44 1,29
Casca de soja 10,06 41,14 9,85 4,94

Analisando a Tabela 9 verifica-se que os teores de fibra bruta da casca de soja e
bagaco de cana foram similares. Entretanto, em relacdo aos teores de proteina bruta, a casca
de soja apresentaram quatro vezes mais do que o residuo de bagaco de cana de aglcar. Em
relacdo ao residuo constituido de sabugo/palha de milho se oberva que os teores de fibra bruta
estdo abaixo dos encontrados para 0s outros residuos nesse estudo e apresenta metade do teor
de proteina bruta da casca de soja. Conforme Dal’Toé e Fiorese (2012) o teor de proteina
bruta e fibra bruta em residuos de soja podem oscilar em torno de 12 e 36%, respectivamente.
Neste sentido, os valores obtidos nesse estudo estdo condizentes com resultados apontados na

literatura.
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A Tabela 10 apresenta os resultados obtidos com a casca de soja na producdo de
xilanases, FPase e CMCase pelos fungos isolados 04.03.12, T2F4, CLF1 e T2F1 durante 21
dias visando selecionar 0 micro-organismo com maior potencial de produgdo empregando um
método quantitativo.

Analisando a Tabela 10, pode-se observar que o isolado se destacou na producdo de
xilanase, FPase e CMCase, o qual apresentou maior atividade para xilanase (233,19 U/g) a
partir de 14 dias de fermentacdo. Para a enzima FPase, verifica-se que a maior atividade
enzimatica foi obtida a partir de 7 dias de fermentacédo, ndo diferindo também em comparacao
aos demais fungos, com excec¢édo do isolado T2F4 que foi estatisticamente inferior. Para a
CMCase os isolados CLF1, 04.03.12 e T2F4 apresentaram as maiores atividades enzimaticas,
diferindo do isolado T2F1 a partir do 3° dia de fermentac&o.

Como o micro-organismo CLF1 apresentou melhores resultados de atividade para as
enzimas estudadas, foi realizada a identificacdo pela técnica de microcultivo sendo este
identificado como fungo filamentoso Penicillium sp. (Figura 6).

Figura 6 — Identificagdo do micro-organismo isolado CLF1




Tabela 10 — Selecdo de micro-organismos para producdo de enzimas lignoceluliticas com casca de soja.
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Atividade Enzimatica (U/g)

Enzima | Isolado Tempo (dias)
0 3 7 10 14 17 21
T2F1 | 428 +0,45 79,12°°+574 93,62°°+6,11 150,56°+ 13,61 182,60°*+ 16,17 187,41% + 16,58 186,87+ 16,37
Xilanase | CLF1 | 497%+052 79,17°°+6,37 111,63%°+8,23 189,58% + 14,75 233,19%'+ 18,48 200,94**+ 15,83 196,76+ 14,24
04.03.12 | 332"+ 0,38 78,49°C+591 92,14°®+6,47 97,34°®+937 193,87 +16,48 192,69 + 14,48 189,67 + 15,48
T2F4 | 4,60°°+0,47 61,04°C+6,12 74,59 +6,94 111,39 +10,43 171,92°2+ 1548 174,96**+ 16,44 166,37°"+ 11,48
T2F1 | 0,40°°+0,03 0,72®+0,05 0,93*+0,07  1,02**+0,06 1,03*+ 0,08 1,02*+ 0,07 1,01*+ 0,07
FPase CLF1 |043*°+0,04 0,76®+0,05 0,984+008 1,01°+0,07  1,04**+0,07 1,03*+ 0,06 1,01*+ 0,08
04.03.12 | 0,39°+ 0,04 0,75%+0,06 0,93*+0,07 0,91®*+0,07 091®*+0,05 0,83"+004 0,828+ 0,05
T2F4 | 0,42%°+0,03 0,67°%+0,04 0,74+0,05 0,79"%+0,06 0,84"8+0,05 0,91**+0,05  0,87%"+0,06
T2F1 | 0,64°°+0,09 0,96°°+0,09 1,93°°+0,16 2,48°+0,18 3,00+ 0,22 3,054+ 0,25 2,83"2+ 0,28
CMCase | CLF1 |068°+006 4,11%+028 6,15%+0,75 8,77%4+0,82 8,81+ 0,75 9,11+ 0,83 7,90%+ 0,74
04.03.12 |0,61°+0,05 3,83°°+0,27 6,62®+0,71  9,01%+0,74 9,19%+ 0,78 9,20* + 0,87 9,07+ 0,85
T2F4 1 0,60°°+0,06 4,09°+031 7,48%+057 916%+0,81  9,17*+0,86 9,15+0,81  8,75*®+0,75

Médias seguidas de mesmas letras minusculas nas colunas para cada enzima e mailsculas nas linhas para cada fungo, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey com 95% de confianca.
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4.2 Estudo de variaveis que influenciam na bioproducéo de celulases

Ap0s a definigdo do micro-organismo, do tempo de 14 dias de producdo para a enzima
xilanase e 7 dias para FPase, CMCase e avicelase e casca de soja como substrato, foram
realizados estudos para avaliar a influéncia da temperatura de bioproducdo de enzimas
lignoceluloliticas, conforme apresentado na Tabela 11.

Tabela 11 — Influéncia da temperatura de cultivo na atividade de FPase, xilanase, CMCase e

avicelase.
Temperatura Atividade Enzimaética (U/g)
(°C) FPase Xilanase CMCase Avicelase
20 1,28%+0,11 36,70+ 2,14 10,32, £ 2,18 0,79°+ 0,04
25 1,12°£0,18 125,85° £ 1354  13,60° + 1,24 2,36+ 0,16
30 1,42% +0,15 407,42% + 21,31 16,21% + 1,43 20,80* + 2,18
35 0,63° +0,06 48,90° + 6,76 4,26° + 0,47 0,08% + 0,01

Médias seguidas de mesmas letras nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey com 95% de confianga.

A temperatura étima para bioproducédo de FPase, xilanase, CMCase e avicelase foi de
30°C. Observa-se que, nessa temperatura foram obtidos as maiores atividades enzimaticas
(407 U/g) (Tabela 11). Dentre as enzimas, a xilanase apresentou maior atividade enzimatica.
A influéncia da temperatura sobre a atividade da xilanase promoveu variacGes na atividade
enzimatica obtida em torno de onze vezes. Ja em relacdo a FPase, a temperatura foi que
apresentou menor influencia sobre as enzimas. Deve-se destacar também que, a atividade da
enzima avicelase oscilou em duzentos e sessenta vezes em relacdo a influencia de temperatura
sobre a atividade enzimatica.

Conforme Kim et al. (2014) a faixa 6tima de temperatura para producdo de enzimas
oriundas de Penicillium sp. oscila entre 25 e 35°C, tendo a temperatura de 30°C o ponto 6timo
para otimizacao da FPase e CMCase, o que foi confirmado neste trabalho.

De qualquer modo os valores de atividade enzimatica para FPase observados para essa
cepa estdo bem aquém aos encontrados na literatura, possivelmente sendo decorrente da
especie de Penicillium sp. investigada nesse trabalho pois, em condicBes otimizadas Kim et
al. (2014), obtiveram a FPase em torno de 500 U/g.

Em relacdo a CMCase verifica-se consonancia em relagdo a temperatura de produgédo
com os estudos conduzidos por Atif et al. (2004), Deswal et al. (2011) e Kim et al. (2014).
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Apo6s definida a temperatura de bioproducdo, investigou-se a influéncia da
concentracdo de esporos e teor de umidade em 7 e 14 dias de cultivo em estado sélido por
Penicillium sp. (isolado CLF1) empregando casca de soja como substrato. A Tabela 12
apresenta a matriz do planejamento do fatorial completo 2 com os valores codificados (reais)
das varidveis independentes estudadas e as respostas em atividade de FPase, xilanase,
CMCase e avicelase. Para todas as fermentagfes utilizou-se 10 g de casca de soja e
temperatura fixa em 30°C conforme descritas por Deswal et al. (2011).

Analisando a Tabela 12, verifica-se que as melhores respostas de atividade enzimatica
para a FPase, CMCase e avivelase foram no 7° dia com 1,19, 16,37 e 23,73 U/qg,
respectivamente e para xilanase foi aos 14° dias com 435,35 U/g. A seguir sdo apresentados

0s tratamentos estatisticos de cada uma das enzimas avaliadas.
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Tabela 12 — Matriz do planejamento fatorial completo 22 valores reais e codificados e respostas em producéo das enzimas FPase, Xilanase,
CMCase e Avicelase.

Variaveis independentes Resposta de Atividade (U/g)
Ensaios X1 Xo FPase Xilanase CMCase Avicelase

7 dias 14 dias 7 dias 14 dias 7 dias 14 dias 7 dias 14 dias
1 -1 (5) -1 (40) 0,18 0,33 75,70 36,76 3,52 3,82 11,52 9,95
2 1(7) -1 (40) 0,17 0,17 50,00 35,48 8,38 4,54 13,43 9,97
3 -1 (5) 1(70) 1,19 0,73 179,79 416,58 15,59 8,4 21,93 16,93
4 1(7) 1(70) 0,91 0,52 179,00 435,35 16,37 9,16 23,73 19,01
5 -1,41 (4,6) 0 (55) 0,37 0,33 155,28 128,97 10,07 9,36 12,65 7,16
6 1,41 (7,4) 0 (55) 0,37 0,32 178,58 220,86 10,06 10,76 10,91 10,04
7 0 (6) -1,41 (34) 0,10 0,17 33,73 21,62 2,32 2,65 8,85 7,02
8 0 (6) 1,41 (76) 1,10 0,94 187,00 220,00 9,30 6,36 21,99 17,41
9 0 (6) 0 (55) 0,71 0,70 215,08 210,00 12,30 9,44 10,71 14,91
10 0 (6) 0 (55) 0,81 0,72 200,00 224,42 10,57 10,72 11,17 13,7
11 0 (6) 0 (55) 0,85 0,72 215,00 222,02 10,48 10,93 10,85 14,3

Xi.Concentracdo de esporos (Log); X,.Umidade (%); Varidveis independentes fixas: 30°C.
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4.2.1 FPase (7 Dias)

Para a FPase com 7 dias de cultivo a méxima atividade foi de 1,19U/g (Ensaio 3,
Tabela 12), onde o meio de cultivo apresentava concentracdo de esporos igual a 5 Log e
umidade igual a 70%.

Os fatores que nao foram significativos foram adicionados a falta de ajuste para a
andlise de variancia - ANOVA (Tabela 13).

Tabela 13 — Analise de variancia para a bioproducdo de FPase em 7 dias do planejamento
fatorial completo 27,

Fontes de Soma dos Graus de Quadrados F
Variacao guadrados Liberdade Medios Calculado
Regresséo 1,41 2 0,70 47,49
Residuo 0,12 8 0,01
Falta de Ajuste 0,11 6
Erro Puro 0,01 2
Total 1,53 10

Residuos = Falta de ajuste + Erro puro; Frap g50= 4,46

A Equacdo 3 apresenta 0 modelo codificado de segunda ordem que descreve a
atividade da FPase em funcdo da concentracdo de esporos e umidade, dentro das faixas
estudadas. O modelo foi validado pela andlise de variancia, com um coeficiente de correlacédo
de 0,97 e F calculado 10,65 vezes maior que o valor do F tabelado. Estes permitiram a
construcdo de superficies de resposta e curvas de contorno apresentadas na Figura 7. Onde
pode-se observar que a maxima producdo de FPase em 7 dias se dard com concentracdo de 6

Log e umidade mais elevada, a partir de 70%.

FPase = 0,79 - 0,17. X4 + 0,39.X> (3)

Onde:
FPase: Atividade de FPase (U/g); X,= Concentracao de esporos (Log); X,= Umidade (%).



57

Figura 7 — Superficies de resposta(a) e curvas de contorno (b) em funcéo da concentracdo de
esporos e umidade para bioproducédo de FPase (U/g) 7 dias.
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Para a FPase com 14 dias de cultivo a méxima atividade foi de 0,94U/g (Ensaio 8,
Tabela 12), onde o meio de cultivo apresentava concentracdo de esporos igual a 6 Log e
umidade igual a 76%.

Os fatores que ndo foram significativos foram adicionados a falta de ajuste para a
analise de variancia - ANOVA (Tabela 14).

Tabela 14 — Analise de variancia para a bioproducédo de FPase em 14 dias do planejamento
fatorial completo 27,

Fontes de Soma dos Graus de Quadrados F
Variagio guadrados Liberdade Médios Calculado
Regresséo 0,66 4 0,16 31,59
Residuo 0,03 6 0,01
Falta de Ajuste 0,03 4
Erro Puro 0,00 2
Total 0,68 10

Residuos = Falta de ajuste + Erro puro; Fiap 9506= 4,53

As concentracbes esporos quadraticas e a umidade linear tiveram influéncia
significativa (p<0,05) negativa e positiva, respectivamente, sobre a atividade de FPase. Os
coeficientes de regressao, erros padréo, valores de p e t(2) para atividade de FPase em 7 e 14
dias de cultivo encontram-se no Apéndice A, Tabela I.

A Equacdo 4 apresenta o modelo codificado de segunda ordem que descreve a
atividade da FPase de 14 dias em funcdo da concentracdo de esporos e umidade, dentro das
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faixas estudadas. O modelo foi validado pela analise de varidncia, com um coeficiente de
correlagéo de 0,98 e F calculado 6,97 vezes maior que o valor do F tabelado. Estes permitiram
a construcdo de superficies de resposta e curvas de contorno apresentadas na Figura 8
demonstrando que a maxima producdo de FPase em 14 dias se dard com concentracdo de 6

Log e umidade a partir de 70%.

PFase = 0,71 - 0,05. X; - 0,20. X;% + 0,23.X; — 0,08.X,° (4)

Onde:
FPase: Atividade de FPase (U/g); X;= Concentragdo de esporos (Log); X,= Umidade (%).

Figura 8 — Superficies de resposta (a) e curva de contorno (b) em funcéo da concentracédo de
esporos e umidade para bioproducéo de FPase (U/g) em 14 dias.
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Os resultados obtidos da atividade enzimatica de FPase com substrato de casca de
soja, no presente estudo, foram para o 7° e 14° dia de cultivo com atividade de 1,19 U/g e
0,94 U/g, respectivamente. Em um estudo realizado por Dhillon et al. (2012), que utilizaram
A. niger NRRL 567 e A. niger NRRL 2001 em bagaco de maca, a atividade para FPase foi de
383,7 Ulg e 401,0U/g, respectivamente, em quatro dias de cultivo. Zufiiga et al. (2009)
utilizando bagago de cana de agucar como substrato e 0 micro-organismo A. niger, em uma
temperatura de 32°C, obteve resultado para atividade de FPase 0,59 U/g, ap6s 72h de
processo. Ja, Astolfi (2014), utilizando como substrato casca de soja, T. reesei NRRL 3652,
obteve 6,71 U/g, ap0s trés dias de cultivo. Este comparativo indica que a producao de FPase
pelo isolado Penicillium sp. é baixa, em relagcdo aos resultados encontrados na literatura com
outros fungos filamentosos. Para Pirota et al. (2015), o resultado encontrado para atividade de

FPase na linhagem P75P1 (A. niger) utilizando como substrato o farelo de trigo a producéo
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foi de 2,25 U/g apds 120h de cultivo. J& Soni et al. (2010), para fungos A. fumigatus foi de
3,37 U/g, também, em 120 h de cultivo em CES. Kim et al. (2014) utilizaram como substrato
0 residuo da extracdo de 0leo de palma e a maxima atividade de FPase ocorreu no 10° dia de
CES com o micro-organismo Penicillium sp. GDX01 no valor de 606 U/g com o substrato
grupo de frutas. Ja para Singhvi et al. (2011) que utilizaram uma estirpe mutante de P.
janthinellum, o valor para FPase foi de 67 U/g.

Os valores encontrados no presente trabalho séo inferiores, quando comparados com a
literatura indicando que, alterando o substrato e 0 micro-organismo, os valores de atividade e

tempo de cultivo também sofrem alteragdo na resposta.
4.2.2 Xilanase (7 Dias)

Para a xilanase com 7 dias de cultivo a méxima atividade foi de 215,0U/g (Ensaios 9 e
11, Tabela 12), quando a concentracao de esporos foi de 6 Log e umidade de 55%.

Os fatores que nao foram significativos foram adicionados a falta de ajuste para a
analise de variancia - ANOVA (Tabela 15).

Tabela 15 — Analise de variancia para a bioproducéo de xilanase em 7 dias do planejamento
fatorial completo 27,

Fontes de Soma dos Graus de Quadrados F
Variagéo guadrados Liberdade Médios Calculado
Regressdo 42543,74 3 14181,25 72,74
Residuo 1364,63 7 194,95
Falta de Ajuste 1213,83 5
Erro Puro 150,80 2
Total 43908,37 10

Residuos = Falta de ajuste + Erro puro; Frap g50%= 4,34

A Equacdo 5 apresenta o modelo codificado de segunda ordem que descreve a
atividade da xilanase em funcdo da concentracdo de esporos e umidade, dentro das faixas
estudadas. O modelo foi validado pela analise de variancia, com um coeficiente de correlacédo
de 0,98 e F calculado 16,76 vezes maiores que o valor do F tabelado. Estes permitiram a

construcdo de superficies de resposta e curvas de contorno apresentadas na Figura 9.

Xilanase = 210,00 — 26,01. X, + 56.31.X, — 54,47.X,° (5)

Onde:
Xilanase: Atividade de xilanase (U/g); Xi: Concentragéo de esporos (Log); X,= Umidade (%).



60

Figura 9 — Superficie de resposta (a) e curvas de contorno (b) em funcéo da concentragédo de
esporos e umidade para bioproducéo de xilanase (U/g) em 7 dias.
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Observa-se na Figura 9 que a maxima producéo de xilanase em 7 dias se dard em uma

faixa proxima a concentracdo de esporos de 6 Log e 55% de umidade, referente aos ensaios
do ponto central do planejamento.

Xilanase (14 Dias)

Para a xilanase com 14 dias de cultivo a maxima atividade foi de 435,35U/g (Ensaio 4,
Tabela 12), com a concentragao de esporos igual a 7 Log e umidade de 70%.

Os fatores que ndo foram significativos foram adicionados a falta de ajuste para a
analise de variancia - ANOVA (Tabela 16).

Tabela 16 — Analise de variancia para a bioproducéo de xilanase em 14 dias do planejamento
fatorial completo 27,

Fontes de Soma dos Graus de Quadrados F
Variacao guadrados Liberdade Médios Calculado
Regresséao 148168,28 3 49389,43 7,41
Residuo 46652,44 7 6664,63
Falta de Ajuste 46533,00 5
Erro Puro 119,40 2
Total 194820,70 10

Residuos = Falta de ajuste + Erro puro; Fiap 950.= 4,34

Os coeficientes de regresséo, erros padréo, valores de p e t(2) para atividade de
xilanase em 7 e 14 dias de cultivo encontram-se no Apéndice B, Tabela II.
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A Equacdo 7 apresenta o modelo codificado de segunda ordem que descreve a
atividade da xilanase de 14 dias em funcdo da concentragdo de esporos e umidade, dentro das
faixas estudadas. O modelo foi validado pela analise de variancia, com um coeficiente de
correlacdo de 0,87 e F calculado 1,71 vezes maiores que o valor do F tabelado. Estes
permitiram a construcdo de superficies de resposta e curvas de contorno apresentadas na
Figura 10 demonstrando que a maxima producgdo de xilanase em 14 dias se dara nas diferentes
concentragdes de esporos avaliadas, requerendo maior umidade com as menores

concentragdes de esporo ou menor umidade com a maior concentracdo de esporos.

Xilanase = 218,48 + 18,44. X; + 132,82.X, — 28,10.X,° (7

Onde:
Xilanase: Atividade de Xilanase (U/g);

X1= Concentracgéo de esporos (Log);
X,= Umidade (%).

Figura 10 — Superficies de resposta (a) e curvas de contorno (b) em funcdo da concentracdo de
esporos e umidade para bioproducao de xilanase (U/g) em 14 dias.
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Os resultados obtidos da atividade enzimatica de xilanase com o substrato de casca de
soja, no presente estudo foram de 215,08 e 435,35 U/g para o 7° e 14° dia, respectivamente.
Para a enzima xilanase, Astolfi (2014), utilizando o mesmo substrato do presente estudo,
obteve 1130,70 U/g no sexto dia de cultivo utilizando o fungo T. reesei NRRL 3652. Zufiiga
et al. (2009), encontraram o valor de atividade para xilanase de 43 U/g apds 72h de processo a

uma temperatura de 32°C. Dhillon et al. (2012), utilizando os micro-organismos A. awamori,
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A. niger e T. reesei ATCC 26921 e A. oryzal ATCC 12892 obtiveram atividade de xilanase em
diferentes substratos de 40 U/g (24h), 408-753 U/g (168h) e 505 U/g (96h), respectivamente.
De maneira geral, a atividade enzimatica de xilanase obtida com o fungo isolado Penicillium
sp. foi semelhante a encontrada por outros autores com diferentes micro-organismos, embora
resultados até 3 vezes superiores também tenham sido encontrados (ASTOLFI, 2014). J& para
Pirota et al. (2015), utilizando como substrato farelo de trigo e A. niger (isolado P6B2),
obtiveram atividade enzimatica de xilanase de 1076,94 U/g em 72 h de cultivo. Dhillon et al.
(2011) reportaram uma producdo de 2604,06 U/g apo6s 96h de cultivo com bagago de maca
como substrato. Utilizando o substrato farelo de trigo Farina et al. (2008), obtiveram 76,55
U/g ap6s 42h de cultivo em CES. JA Mamma et al. (2008), utilizaram como substrato casca de
laranja, obtiveram a atividade maxima de 77U/g durante 10 dias de cultivo. Os valores
reportados neste trabalho em termos de atividade enzimatica para xilanase, sdo intermediarios
quando comparados com outros estudos da literatura, mas com atividade maxima em 14 dias

de cultivo.

4.2.3 CMCase (7 Dias)

Para a CMCase com 7 dias de cultivo a maxima atividade foi de 16,37U/g (Ensaio 4,
Tabela 12), com concentracdo de esporos de 7 Log e umidade de 70%. Os fatores que ndo
foram significativos foram adicionados a falta de ajuste para a analise de variancia - ANOVA
(Tabela 17).

Tabela 17 — Anélise de variancia para a bioproducdo de CMCase em 7 dias do planejamento
fatorial completo 22,

Fontes de Soma dos Graus de Quadrados F
Variacao guadrados Liberdade Medios Calculado
Regresséo 135,80 2 67,90 11,84
Residuo 45,86 8 5,73
Falta de Ajuste 43,7599 6
Erro Puro 2,1045 2
Total 181,6677 10

Residuos = Falta de ajuste + Erro puro; Fiap 950.= 4,45

A Equacdo 8 apresenta o0 modelo codificado de segunda ordem que descreve a
atividade da CMCase em fungdo da concentracdo e esporos e umidade, dentro das faixas

estudadas. O modelo foi validado pela analise de variancia, com um coeficiente de correlagdo
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de 0,89 e F calculado 2,66 vezes maiores que o valor do F tabelado. Estes permitiram a
construcdo de superficies de resposta e curvas de contorno apresentadas na Figura 11, onde
observa-se que a maxima producdo de CMCase em 7 dias se dara com umidade acima de

55%, independentemente da concentracdo de esporos, dentro da faixa avaliada.

CMCase = 11,10 + 3,75.X, — 1,90.X,° (8)

Onde:
CMCase: Atividade de CMCase (U/g); X,= Umidade (%).

Figura 11— Superficies de resposta e curvas de contorno em funcéo da concentracao de
esporos e umidade para bioproducdo de CMCase (U/g) em 7 dias.
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Para a CMCase com 14 dias de cultivo a maxima atividade foi de 10,93U/g (Ensaio
11, Tabela 12), com concentracdo de esporos igual a 6 Log e umidade de 55%.

Os fatores que ndo foram significativos foram adicionados a falta de ajuste para a
analise de variancia - ANOVA (Tabela 18).

Tabela 18 — Anélise de variancia para a bioproducdo de CMCase em 14 dias do planejamento
fatorial completo 27,

Fontes de Soma dos Graus de Quadrados F
Variacao guadrados Liberdade Medios Calculado
Regressao 82,80 2 41,40 49,62
Residuo 6,67 8 0,83
Falta de Ajuste 5,37 6
Erro Puro 1,30 2
Total 89,47 10

Residuos = Falta de ajuste + Erro puro; Fap g9s0.= 4,45
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Os coeficientes de regressdo, erros padrdo, valores de p e t(2) para atividade de
CMCase em 7 e 14 dias de cultivo encontram-se no Apéndice C, Tabela IlI.

A Equacdo 9 apresenta o modelo codificado de segunda ordem que descreve a
atividade da CMCase de 14 dias em fungéo da concentracdo de esporos e umidade, dentro das
faixas estudadas. O modelo foi validado pela analise de varidncia, com um coeficiente de
correlagdo de 0,97 e F calculado 11,15 vezes maiores que o valor do F tabelado. Estes
permitiram a construcdo de superficies de resposta e curvas de contorno apresentadas na
Figura 12, demonstrando que a méaxima producdo de CMCase em 14 dias se dara com
umidade entre 55 e 70%, independentemente da concentracdo de esporos, dentro da faixa
avaliada.

CMCase = 10,37 + 1,81. X, — 3,14.X,° (9)
Onde:

CMCase: Atividade de CMCase (U/g); X;= Concentracdo de esporos (Log); X,= Umidade
(%).

Figura 12 — Superficies de resposta (a) e curvas de contorno (b) em funcdo da concentracdo de
esporos e umidade para bioproducdo de CMCase (U/g) em 14 dias.
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No presente estudo as atividades enzimaticas encontradas para CMCase foram de
16,37 e 10,93 U/g no 7° e 14° dia, respectivamente. Para Astolfi (2014), a atividade maxima
encontrada em 15 dias de experimento com cultivo em casca de soja do fungo T. reesei NRRL
3652 foi de 5,45 U/g. Liu et al. (2011), encontraram resultados mais expressivos gquando
utilizando Aspergillus fumigatus Z5 e palha de trigo como substrato, o valor foi de 341,3 U/g.
Zuiiiga et al. (2009), encontaram para atividade enzimatica de CMCase o valor de 41 U/g,
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apo6s 72h de processo a uma temperatura de 32°C com bagago de cana como substrato.
Florencio (2011), utilizando substrato misto de bagago de cana e farelo de trigo (50%:50%),
com concentracio de esporos de 107 esporos/g, temperatura de 30°C em 8 dias de cultivo com
o fungo Trichoderma sp. LCB 46 obteve atividade de 5,95 U/g. Pirota et al. (2015), utilizaram
como substrato o farelo de trigo e A. niger, inoculando 10" esporos/g, umidade de 60%, a
35°C em 10 dias e encontraram atividade de CMCase de 294,33 U/g em 24h para A. niger
fumigatus e 242,12 U/g também em 24h para o A. niger oryzoe. Soni et al. (2010), obtiveram
producdo maxima de CMCase de 98,5U/g com A. fumigatus em estudo de selecdo de
substratos. Dhillon et al. (2011), utilizando A. niger, obtiveram uma atividade para CMCase
de 48,2U/g ap6s 120 h de CES empregando como substrato farelo de trigo. Pode-se observar
que os valores reportados neste trabalho para as atividades de CMCases foram

significativamente inferiores aos relatados na literatura.

4.2.4 Avicelase (7 Dias)

Para a avicelase com 7 dias de cultivo a maxima atividade foi de 21,99U/g (Ensaio 8,
Tabela 12), com concentragédo de esporos de 6 Log e umidade de 76%.

Os fatores que ndo foram significativos foram adicionados a falta de ajuste para a
analise de variancia - ANOVA (Tabela 19).

Tabela 19 — Analise de variancia para a bioproducéo de avicelase em 7 dias do planejamento
fatorial completo 27,

Fontes de Soma dos Graus de Quadrados F
Variagéo guadrados Liberdade Médios Calculado
Regressao 255,37 3 85,09 15,68
Residuo 27,88 7 5,43
Falta de Ajuste 27,8446 5
Erro Puro 0,1112 2
Total 293,2500 10

Residuos = Falta de ajuste + Erro puro; Fiap g950.= 4,34

A Equacdo 10 apresenta o modelo codificado de segunda ordem que descreve a
atividade da avicelase em funcdo da concentracdo e esporos e umidade, dentro das faixas
estudadas. O modelo foi validado pela analise de variancia, com um coeficiente de correlacédo
de 0,93 e F calculado 3,61 vezes maiores que o valor do F tabelado. Os quais permitiram a

construcdo de superficies de resposta e curvas de contorno apresentadas na Figura 13, onde
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pode-se observar que a maxima producdo de avicelase em 7 dias se dara com qualquer
concentracéo de esporos e umidade de 76%.

Avicelase = 10,90 + 1,46. X1 + 4,92.X, + 3,29.X,° (10)

Onde:

Avicelase = Atividade de avicelase (U/g); X;= Concentracéo de esporos (Log); X,= Umidade
(%).

Figura 13 — Superficies de resposta (a) e curvas de contorno (b) em funcéo da concentracdo de
esporos e umidade para bioproducéo de avicelase (U/g) em 7 dias.

76
70

B SRRV
Umidade (%)
[5)]

[5:]

40

34

AAA AN A
]
o

Esporos (log)

(b)

4.2.5 Avicelase (14 Dias)

Para a avicelase com 14 dias de cultivo a maxima atividade foi de 19,01U/g (Ensaio 4,
Tabela 12), com concentracdo de esporos de 7 Log e umidade de 70%.

Os fatores que ndo foram significativos foram adicionados a falta de ajuste para a
analise de variancia - ANOVA (Tabela 20).

Tabela 20 — Analise de variancia para a bioproducéo de avicelase em 14 dias do planejamento
fatorial completo 2.

Fontes de Soma dos Graus de Quadrados F
Variacao guadrados Liberdade Médios Calculado
Regresséo 140,48 2 70,24 17,10
Residuo 32,85 8 4,11
Falta de Ajuste 32,12 6
Erro Puro 0,73 2
Total 173,34 10

Residuos = Falta de ajuste + Erro puro; Fiap gs0= 4,45
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Os coeficientes de regressdo, erros padrdo, valores de p e t(2) para atividade de
avicelase em 7 e 14 dias de cultivo encontram-se no Apéndice D, Tabela IV.

A Equagédo 11 apresenta o modelo codificado de segunda ordem que descreve a
atividade da avicelase de 14 dias em fungéo da concentracdo de esporos e umidade, dentro das
faixas estudadas. O modelo foi validado pela analise de variancia, com um coeficiente de
correlacdo de 0,91 e F calculado 3,84 vezes maiores que o valor do F tabelado. Estes
permitiram a construcdo de superficies de resposta e curvas de contorno apresentadas na
Figura 14, demonstrando que a méaxima producdo de avicelase em 14 dias se dard em

concentracdo de esporos de 6 Log e umidade a partir de 70%.
Avicelase = 14,29 - 1,96. X;% + 3,84.X, (11)
Onde:

Avicelase: Atividade de avicelase (U/g); X;= Concentragéo de esporos (Log); X,= Umidade
(%).

Figura 14 — Superficies de resposta (a) e curvas de contorno (b) em funcéo da concentracédo de
esporos e umidade para bioproducéo de avicelase (U/g) em 14 dias.
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No presente estudo os valores encontrados para atividade enzimatica de avicelase no

7° e 14° dia foi 21,99 e 19,01 U/g, respectivamente. Para Mansur (2011), o valor encontrado
para esta atividade enzimatica foi de 85,54 U/mL em 120h de incubacdo de Bacillus sp.
SMIA-2 em meio liquido, contendo avicel (0,5% p/v) como fonte principal de carbono e
suplementada com agua de maceracdo de milho (0,5% p/v). Ja Brito et al. (2011), utilizando
Streptomyces sp. em substrato de bagaco de cana de acglcar e em cultivo submersa, a maior
producdo enzimaética para avicelase foi de 1,213 U/mL no segundo dia de cultivo. Ja Ganzer

et al. (2014), com seu experimento em CES e a associa¢cdo dos fungos Trichoderma sp. e
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Ganoderma lucidum, o resultado obtido para avicelase foi de 0,38 U/mL. A comparacdo dos
resultados com a literatura demonstra que as atividades de avicelase obtidas com o fungo
isolado Penicillium sp. (CLF1) foram altas em relacéo as reportadas com outros fungos, mas

baixa em relagéo ao reportado com Bacillus sp. em cultivo submersa.

4.3 Processo de extracdo das enzimas lignoceluloliticas

4.3.1 Efeito de diferentes solventes na extracao

Além de obter as condi¢des propicias do cultivo em estado sélido objetivando a
maxima atividade, € interessante também, estimar quais sdo as varidveis que interferem no
processo de obtencdo do extrato bruto enzimatico. Para tanto, foram avaliados diferentes
solventes no processo de extracdo enzimatica. A Tabela 21 apresenta os resultados obtidos na
avaliacdo dos diferentes tipos de solugdes extratoras (Tampéo Citrato de Sédio 0,05M pH 4,5;
Tampdo Acetato de sédio 0,2M pH 5,5; Tween 80 (0,1%); Cloreto de Sodio (NaCl) 1,0% e
agua destilada). Na extracdo das enzimas, observa-se que, para a atividade das enzimas
lignoceluloliticas, o solvente que apresentou os melhores resultados foi o tampéo citrato de
sodio 0,05 M, pH 4,5 com 2,67; 176,54; 14,02; 14,22 U/g para a FPase, xilanase, CMCase e
avicelase, respectivamente. Sendo que esta difere estatisticamente dos demais solventes e

solucdes.

Tabela 21 — Atividade celulase em diferentes tipos de solucfes extratoras (Tampéo Citrato de
Sodio 0,05M pH 4,5; Tampao Acetato de sodio 0,2M pH 5,5; Tween 80 (0,1%); Cloreto de
Sédio (NaCl) 1,0% e agua destilada)

Solucéo de Atividade (U/g)

Extracio FPase Xilanase CMCase Avicelase
Tampdo Citrato de 2,67°+0,05 176,54°+5,75 14,02°+1,113 14,22°+0,41
Sédio 0,05M pH 4,5

Tampdo Acetato de 2,11°+ 0,10 129,69°+ 4,47 12,053*+1,315 15,17°+0,53
Sodio 0,2M pH 5,5

Tween 80, 0,1% 1,32°+ 0,052 116,52°+3,23 10,953°+0,263 15,03+ 0,59
Cloreto de Sédio 1,22°+0,315 98,83°+5,32 13,713°+0,412 1,91°+0,44
(NaCl) 1,0%

Agua destilada 1,56°+ 0,740 46,65°+9,22 10,663°+0,977 2,65+ 0,46

Médias seguidas de letras iguais nas colunas ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey (p
>0,05)
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Na extracdo da enzima CMCase, 0 tampéo citrato de sodio, acetato de sédio e cloreto
de sodio ndo apresentaram diferenca significativa entre eles, com maior capacidade de
extracdo de CMCase em relacdo ao uso de Tween 80 e agua destilada.

Para a extracdo de avicelase, o tampéao citrato de sédio, o tampéo acetato de sédio e o
Tween 80 ndo apresentaram diferenca significativa entre eles, com as maiores extragdes. O
NaCl e a agua destilada demonstraram baixa capacidade de extracdo de avicelase.

Portanto, a melhor resposta obtida para os diferentes solventes testados para a extracao
das enzimas FPase, xilanase, CMCase e avicelase foi o tampéo citrato de sodio 0,05M pH 4,5,
sendo este utilizado para a extracdo das enzimas nos proximos experimentos na razéo 1:15.

Corroborando com os resultados obtidos no presente trabalho, no estudo feito por
Dhilon et al. (2012), utilizando diferentes solventes de extracdo, tampéo citrato 0,1M pH 4,8;
agua destilada; agua miliQ, Tween 80 e NaCl,0 que apresentou melhor extracdo enzimatica

para FPase, CMcase e xilanase foi o tampéo citrato pH 4,8.
4.3.2 Efeito da temperatura e agitacdo no proceso de extracdo

Ap0s definicao do solvente de extracdo, tampdao citrato de sédio 0,05M pH 4,5, foram
realizados estudos para otimizar o processo de extracdo de enzimas lignoceluloliticas. Para
tanto, foi avaliada a influéncia da temperatura e agitacdo, através de um planejamento fatorial
completo 22 com os valores codificados (reais) das variaveis independentes estudadas e as
respostas em atividade de FPase, xilanase, CMCase e avicelase, cujos resultados estdo
apresentados na Tabela 22.

Conforme resultados apresentados na Tabela 22, onde avaliou-se a influéncia da
temperatura e 0 tempo de agitacdo, a maxima atividade para as enzimas lignocelulolitcas
foram de 430,77 U/g para xilanase (ensaio 4), onde a condicéo de extracdo foi de 60°C e 175
rpm; para a CMCase a méaxima atividade foi de 26,63 U/g (ensaio 8), onde a condi¢do de
extracdo foi de 50°C e 195,5 rpm; FPase a maxima atividade foi de aproximadamente 3,2 U/g
obtida com temperatura de 50°C e agitacdo de 125 rpm (ensaios do ponto central) e para a
avicelase os melhores resultados, 26,77 U/g, foram obtidos nos ensaios do ponto central com
125 rpm e 50°C.
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Tabela 22 — Matriz do planejamento fatorial completo 22, valores reais e codificados e
respostas em producdo das enzimas FPase, Xilanase, CMCase e Avicelase.

Variaveis Independentes Resposta de Atividade (U/g)
Ensaios X, X, FRase Xilgnase CMCase A\{icelase
7dias 14 dias 7 dias 7 dias

1 -1 (40) -1 (75) 0,33 283,63 16,34 5,62
2 1 (40) -1 (175) 0,56 280,48 15,14 4,03
3 -1 (60) 1 (75) 1,48 309,54 14,53 3,25
4 1 (60) 1 (175) 15 430,77 17,83 5,44
5 -1,41 (35,9) 0 (125) 0,48 350,46 19,54 3,8

6 1,41 (64,1) 0 (125) 0,91 370,01 25,15 4,57
7 0 (50) -1,41 (54,5) 0,75 151,6 19,03 0,4

8 0 (50) 1,41 (195,5) 2,05 272,62 26,63 5,72
9 0 (50) 0 (125) 3,15 282,93 22,6 26,77
10 0 (50) 0 (125) 3,28 267,65 21,07 24,15
11 0 (50) 0 (125) 3,23 252,36 19,12 25,55

X1= Temperatura (°C); X2= Agitacdo (rpm). Variaveis independentes fixas: 30 min.

4.3.3 Xilanase

Conforme resultados apresentados na Tabela 30, a maxima atividade de xilanase foi de
430,77 Ulg (ensaio 4), onde a condicdo de extracdo foi de 60°C e 175 rpm. Para melhor
compreensdo dos resultados encontrados, estes foram tratados com o software Statisc, onde a
Figura 15 apresenta o grafico de Pareto com os efeitos estimados das varidveis estudadas.

Verifica-se na Figura 15 que as variaveis temperatura (quadratica) e agitacdo (linear)
apresentaram efeito significativo positivo em nivel de confianca de 95%, demonstrando que
um aumento da temperatura e/ou agitacdo possivelmente ocasionard um incremento na
recuperacdo de xilanase. Sendo que a temperatura utilizada € considerada alta, e 0 seu
aumento poderia acarretar em desnaturagdo enzimatica com reducdo da atividade.

Parte das condicOes utilizadas neste trabalho para a obtencdo do melhor resultado
encontrado para a enzima xilanase (430,77 U/g) se assemelha ao trabalho de Astolfi (2014),
que utilizou uma temperatura de 50°C. Ja a melhor condicdo de agitacdo encontrada no
trabalho analisado, foi de 100 rpm, sendo que neste foi de 175 rpm. Cabe ressaltar que Astolfi

(2014) utilizando o micro-organismo Trichoderma reesei NRRL 3652 obteve uma atividade
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enzimatica para a enzima xilanase de 1130,70 U/g durante 6 dias de cultivo em substrato de

casca de soja.

Figura 15 — Grafico de Pareto com o efeito estimado (valor absoluto) das variaveis testadas no
planejamento fatorial completo 27, para a extracéo de xilanase.

Temperatura (°C)(Q) 8,774341
(2)Agitagao (rpm)(L) / 8,034585
1Lby2L 4,068695
(1)Temperatura (°C)(L) 3,373911
Agitagédo (rpm)(Q) -2,76252
p=,05

Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Bajaj e Manhas (2012) estudaram a producao de xilanase com Xxilana, farelo de trigo,
farelo de arroz, casca de arroz, triturados de cevada e farinha de milho como fonte de carbono
por cultivo submersa usando Bacillus licheniformis P11(C). A méaxima producdo foi de 30
U/mL e 28 U/mL quando xilana e farelo de trigo, respectivamente, foram usados. Embora seja
dificil comparar a producdo de enzimas com diferentes condi¢Ges de cultivo e de micro-
organismos empregados em cada estudo, pode-se concluir que as atividades encontradas para

a enzima xilanase se encontram de acordo com as relatadas na literatura.

4.3.4 FPase

No processo de extracdo de FPase a maxima atividade foi de aproximadamente 3,2
U/g obtida nos ensaios do ponto central (9, 10 e 11, Tabela 30) com temperatura de 50°C e
agitacdo de 125rpm.

Os fatores que ndo foram significativos foram adicionados a falta de ajuste para a
analise de variancia - ANOVA (Tabela 23).
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Tabela 23 — Analise de variancia para a extracdo de FPase do planejamento fatorial completo

2%,
Fontes de Soma dos Graus de Quadrados F
Variagéo Quadrados Liberdade Médios Calculado
Regressao 13,20 4 3,30 379,12
Residuo 0,05 6 0,01
Falta de Ajuste 0,04364 4
Erro Puro 0,00860 2
Total 13,25489 10

Residuos = Falta de ajuste + Erro puro; Fiap 950= 4,53

Os coeficientes de regressao, erros padréo, valores de p e t(2) para atividade de FPase
entre temperatura e agitagdo encontram-se no Apéndice E, Tabela V. A temperatura e
agitacdo linear apresentaram influéncia significativa (p<0,05) negativa sob/re a atividade de
FPase. Ja a temperatura e agitacdo quadraticas apresentaram influéncia significativa positiva e
a interacdo nao teve influéncia.

A Equacgédo 12 apresenta o modelo codificado de segunda ordem que descreve a
atividade da FPase em funcdo da temperatura e agitacdo, dentro das faixas estudadas. O
modelo foi validado pela analise de variancia, com um coeficiente de correlacdo de 0,97 e F
calculado 83,69 vezes maiores que o valor do F tabelado, os quais permitiram a validagéo do
modelo apresentado.

FPase = 3,22 + 0,21.X; — 2,57.X;%+ 0,98. X, — 1,86.X,* (12)

Onde:
FPase: Atividade de FPase (U/g); X;: Temperatura (°C); X,= Agitacdo (rpm).

Apos a validacdo do modelo empirico, foi possivel construir a superficie de resposta e
curva de contorno para a atividade enzimatica da FPase. Avaliando a Figura 16 pode-se
observar que a maxima atividade extraida foi encontrada em condi¢fes intermediarias de
temperatura (50 °C) e agitacdo (125 rpm) avaliadas.

Pirota et al. (2015) em seu estudo de varias linhagens isoladas de fungos, a linhagem
P75P1 apresentou atividade para a enzima FPase de 2,25U/g sob condi¢fes de agitacdo em
100 rpm na temperatura de 30°C, FES e substrato de farelo de trigo. Os dados deste autor sao

semelhantes aos resultados obtidos no presente estudo.
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Figura 16 — Superficies de resposta (a) e curva de contorno (b) em funcéo da temperatura e
agitacdo na extracdo de FPase (U/g).
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4.3.5 CMCase

A maxima atividade de CMCase (26,63 U/g) foi obtida no ensaio 8 (Tabela 30), onde
a condicao de extracdo foi de 50°C e 195,5 rpm. A Figura 17 apresenta o grafico de Pareto
com os efeitos estimados das varidveis, onde verifica-se que a temperatura e agitagdo nao

apresentaram efeito significativo sobre o processo de extracao.

Figura 17 — Grafico de Pareto com o efeito estimado (valor absoluto) das variaveis testadas no
planejamento fatorial completo 22, para a extracdo de CMCase.
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p=,05
Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Pirota et al. (2015) para extragdo da CMCase utilizaram dois micro-organismos, um de

linhagem de fungo A. fumigatus P4A0M2 e o A. niger. O estudo foi realizado através da CES
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em meio de cultivo o farelo de trigo no valor de agitacdo de 100 rpm em uma temperatura de
30°C obtiveram os valores de 294,33 U/g e 351, 79 U/g, respectivamente. Ja Kim et al.
(2014) que cultivaram o fungo Penicillium sp. GDXO01 em substrato 6leo de palma de frutas
em CES, sob uma agitacdo de 250 rpm a uma temperatura de 30°C obtiveram a atividade para
FPase no valor de 606 Ul/g.

4.3.6 Avicelase

Na extracdo de avicelase a maxima atividade foi de 25 U/g obtida (ensaios 9, 10 e 11,
Tabela 30) com temperatura de 50°C e agitacao de 125rpm.

Os fatores que ndo foram significativos foram adicionados a falta de ajuste para a
analise de variancia - ANOVA (Tabela 24).

Tabela 24 — Analise de variancia para a extracdo de avicelase do planejamento fatorial

completo 27,
Fontes de Soma dos Graus de Quadrados F
Variagéo Quadrados Liberdade Médios Calculado
Regressao 998,64 2 499,32 165,38
Residuo 24,15 8 3,02
Falta de Ajuste 20,717 6
Erro Puro 3,438 2
Total 1022,798 10

Residuos = Falta de ajuste + Erro puro; Frap g5%= 4,45

Os coeficientes de regressdo, erros padrdo, valores de p e t(2) para atividade de
avicelase entre temperatura e agitacdo encontram-se no Apéndice F, Tabela VI. A
temperatura e agitacdo quadratica apresentaram influéncia significativa (p<0,05) sobre a
atividade de avicelase. As demais variaveis ndo apresentaram efeito significativo.

A Equacdo 13 apresenta 0 modelo codificado de segunda ordem que descreve a
atividade da avicelase em funcdo da temperatura e agitagéo, dentro das faixas estudadas. O
modelo foi validado pela andlise de variancia, com um coeficiente de correlagdo de 0,99 e F
calculado 37,6 vezes maiores que o valor do F tabelado, os quais permitiram a construcéo de

superficies de resposta e curvas de contorno (Figura 18).

Avicelase = 25,49 — 22,88. X, — 22,01.X,° (13)

Onde:
Avicelase: Atividade de avicelase (U/g); Xi: Temperatura (°C);X,= Agita¢do (rpm).
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Figura 18 — Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) em funcdo da temperatura e
agitacdo na extracdo de avicelase (U/g).
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De posse dos resultados obtidos e apresentados foi verificado que a melhor condigéo
de extracao para as quatro enzimas foi a utilizacdo de solucao tampao citrato de sédio 0,05 M,
pH 4,5. Para a enzima FPase a melhor condicdes de extracdo foi a uma temperatura de 50°C e
agitacdo de 125 rpm; ja para a enzima xilanase a temperatura foi de 60°C a uma agitacéo de
175 rpm; a CMCase foi apartir de 50°C e 195,5 rpm e a enzima avicelase obteve melhor

condicdo de extracdo a uma temperatura de 50°C e agitacdo na extracdo de 125 rpm.

4.4 Caracterizacdo parcial de enzimas lignoceluloliticas obtidas por cultivo em estado
solido usando Penicillium sp. em casca de soja

Visando a utilizacdo das enzimas lignoceluloliticas em processos industriais como a
sacarificacdo de biomassa, por exemplo, os extratos enzimaticos brutos obtidos das condi¢des
experimentais o6timas da cultivo em casca de soja foram parcialmente caracterizados. Este estudo

foi realizado em termos de temperatura e pH 6timo, termoestabilidade e estabilidade a diferentes
valores de pH.

4.4.1 pH e temperatura 6timos

a) Xilanase e avicelase
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O pH e a temperatura 6timo para atividade de xilanase e avicelase foram determinados
através da execucdo de um delineamento composto central rotacional 2%, com pontos axiais para
cada variavel independente (Tabelas 25).

Os valores de atividade de xilanase obtidos experimentalmente variaram de 74,61 a
463,31 U/g. Como pode ser visto nos ensaios do ponto central a atividade maxima de xilanase
foi obtida na temperatura de 50°C e pH 5,3. Ja as atividades de avicelase variaram de 1,03 a

27,31 U/g e a atividade méaxima também foi obtida nos ensaios do ponto central.

Tabela 25 — Matriz do planejamento fatorial completo 22 valores reais e codificados e
respostas em atividade de xilanase e avicelase para pH e temperatura.

Ensaios Variaveis independentes Xilanase Avicelase
X1 X2 (U/g) (Ulg)
1 -1(4,3) -1 (40) 158,30 2,6
2 1(6,3) -1 (40) 312,22 1,03
3 -1(4,3) 1 (60) 155,06 3,21
4 1(6,3) 1 (60) 274,63 2,42
5 -1,41(3,9) 0 (50) 74,61 1,69
6 1,41 (6,7) 0 (50) 323,95 3,52
7 0 (5,3) -1,41 (36) 314,64 6,14
8 0 (5,3) 1,41 (64) 104,07 9,85
9 0 (5,3) 0 (50) 463,31 27,31
10 0 (5,3) 0 (50) 425,73 24,46
11 0 (5,3) 0 (50) 444,52 23,45

Xi:pH; X,temperatura.

A partir da analise de variancia para os parametros avaliados na medida de atividade
enzimatica para xilanase e avicelase (Apéndice G, Tabela VII) observou-se que, tanto a
temperatura quanto o pH, foram significativos para xilanase (p<0,05), independente se
adotado o ajuste linear ou quadratico. Ja, para avicelase, somente foram significativos as
variaveis pH (Q) e temperatura (L) (p<0,05).

As Equag0es 14 e 15 apresentam 0s modelos matematicos empiricos, obtidos através
dos coeficientes de regressdo, referentes as atividades enzimaticas de xilanase e avicelase,
respectivamente, em funcéo do pH e temperatura, dentro da faixa estudada.

Xilanase (U/g) = 444,43 + 78,36.pH - 117,73.pH? - 42,34.T - 112,66.T2 (14)
Avicelase (U/g) = 25,08 - 12,02.pH? - 9,31.T2 (15)

Os modelos codificados foram validados pelas analises de variancia apresentadas na

Tabela 26 referentes a xilanase e avicelase.
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Tabela 26 — Andlise de variancia para a atividade de Xilanase e avicelase do planejamento
fatorial completo 2%em funcéo de temperatura e pH 6timos.

Fontes de Soma dos Graus de Quadrados F
Variagéo Quadrados Liberdade Médios Calculado
Xilanase
Regressao 4 178520,34 44630,08 24,20
Residuo 6 11065,85 1844,21
Falta de Ajuste 4 10359,7
Erro Puro 2 706,10
Total 10 189586,20
Avicelase
Regressao 2 1017,23 508,62 114,77
Residuo 8 35,45 4,43
Falta de Ajuste 6 27,44
Erro Puro 2 8,01
Total 10 1052,68

Residuos = Falta de ajuste + Erro puro; Frap 9506= 4,45(avicelase) e 4,53 (xilanase)

Verificou-se que para xilanase e avicelase o valor de F calculado foi maior que o valor
tabelado, apresentando coeficientes de correlagdo (R®) superiores ou igual a 95%, o que
permitiu a validacdo estatistica dos modelos matematicos empiricos (p<0,05) e a construcao
das superficies de resposta e curvas de contorno apresentadas na Figura 19, as quais
confirmam que para ambas as enzimas a temperatura e pH 6timos sdo 50°C e 5,3,
respectivamente.

Para Albano (2012), na condicdo de cultivo em CES, utilizando o substrato de bagaco
de cana e o fungo A. fumigatus da linhagem 100P, tendo otimizado a temperatura entre 25 e
75 °C. Kuo et al. (2015) investigou o efeito da temperatura somente na atividade da avicelase
obtida da cepa #58 da linhagem de fungo Meyerozyma sp. em meio de cultura a base de PDA,
tendo observado a maior atividade enzimatica em temperaturas em torno de 70 °C. Makky
(2009) investigou a producdo de celulases (avicelase) pelo termofilico Geobacillus
stearothermophilus quando cultivado no bagaco de cana-de-agcicar em CES e esta enzima
apresentou temperatura étima para atividade de 50 °C.

Neste sentido, verifica-se que a temperatura otimizada obtida para a xilanase e
avicelase nesse estudo sdo similares as condi¢cdes de temperatura otimizadas por outros

pesquisadores empregando outros fungos, diferenciando o substrato empregado na cultivo.
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Figura 19 — Superficies de resposta e curvas de contorno indicando a influéncia da
temperatura e pH na atividade de xilanase (a) e avicelase (b).
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b) FPase e CMCase

O pH e a temperatura 6timos para atividade de FPase e CMCase foram determinados
através da execucdo de um delineamento composto central rotacional 22, com pontos axiais para
cada variavel independente (Tabela 27).

As atividades de FPase e CMCase variaram de 0,26 a 2,92 U/g e 8,01 a 22,00,
respectivamente. A atividade maxima foi obtida nos ensaios do ponto central, pH 4,9 e 50°C,
tanto para FPase como para CMCase.



Tabela 27 — Matriz do planejamento fatorial completo 22 valores reais e codificados e

respostas em atividade FPase e CMCase para pH e temperatura.
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Ensaios Variaveis independentes FPase CMCase

X1 Xo (Ulg) (Ulg)
1 -1(3,9) -1 (40) 1,06 11,94
2 1(5,9) -1 (40) 1,84 8,38
3 -1(3,9) 1 (60) 0,34 9,61
4 1(5,9) 1 (60) 0,26 8,43
5 -1,41 (3,5) 0 (50) 0,42 13,46
6 1,41 (6,3) 0 (50) 2,09 8,27
7 0 (4,9) -1,41 (36) 0,36 10,47
8 0 (4,9) 1,41 (64) 0,27 8,01
9 0 (4,9) 0 (50) 2,85 21,77
10 0(4,9) 0 (50) 2,88 21,45
11 0 (4,9) 0 (50) 2,92 22,00

Xy pH; X, temperatura.

Os coeficientes de regressdao e erro padrdo, valores de pH e temperatura do
planejamento fatorial completo 2° para atividade de FPase e CMCase encontram-se no
Apéndice H, Tabela VIII.

As Equacbes 16 e 17 apresentam 0os modelos matematicos empiricos, obtidos através
dos coeficientes de regressdo, referentes as atividades enziméaticas de FPase e CMCase,
respectivamente, em funcdo do pH e temperatura, dentro da faixa estudada.

FPase(U/g) = 2,88 + 0,38.pH - 0,79 .pH? - 0,30.T — 1,26 T2~ 0,215.pH.T (16)
CMCase (U/g) = 21,74 -1,51.pH - 5,57. pH?- 0,72.T — 6,38.T + 0,59.pH.T (17)

Os modelos codificados foram validados pelas analises de variancia apresentadas na
Tabela 28 referentes a FPase e CMCase.

Verificou-se que para FPase e CMCase o valor de F calculado foi maior que o valor
tabelado, apresentando coeficientes de correlagdo (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 20, as quais
confirmam que para ambas as enzimas a temperatura 6tima foi préxima de 50°C e pH 6timo
de 4,9.
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Tabela 28 — Andlise de variancia para a atividade de FPase e CMCase do planejamento fatorial
completo 2°em funcéo de temperatura e pH 6timos.

Fontes de Soma dos Graus de Quadrados F
Variagéo Quadrados Liberdade Médios Calculado
FPase
Regresséo 12,17 5 2,43 12,70
Residuo 0,96 5 0,19
Falta de Ajuste 0,956 3
Erro Puro 0,002 2
Total 13,129 10
CMCase
Regresséo 336,49 5 67,30 224,66
Residuo 1,50 5 0,30
Falta de Ajuste 1,35 3
Erro Puro 0,15 2
Total 337,99 10

Residuos = Falta de ajuste + Erro puro; Fip os%= 5,05

Figura 20 — Superficies de resposta e curvas de contorno indicando a influéncia da
temperatura e pH na atividade de FPase (a) e CMCase (b), respectivamente.

-2

Temperatura (°C)

BT

o
K g

AAAA Y
oo -=NN
S

35 39 49 59 63
pH

B HRIND
Temperatura (°C)

AN AAAY
o

35 39 49 59 63
pH

(b)




81

Falkoski et al. (2013), utilizando Chrysoporthe cubensis em CES, verificaram que a
melhor condicéo de trabalho para FPase foi em pH 4 e temperatura de 50°C. Para Cunha et al.
(2012) a melhor condicéo de trabalho para FPase foi de pH 5,5 a uma temperatura de 45°C e
para CMCase com pH e temperatura de 4,5 e 75°C, respectivamente empregando o
Streptomyces sp. em cultivo submersa com substrato de farelo de trigo (CUNHA, 2012).

Neste estudo verificou-se que, as condigdes otimizadas de pH e temperatura das
enzimas FPase e CMCase em CES utilizando micro-organismo Penicillium sp. e como
substrato a casca de soja como sendo de 4,9 e 50°C, respectivamente. Ja para as enzimas
xilanase e avicelase os valores de pH e temperatura foram na faixa préxima a 5,3 e 50°C,
respectivamente. No estudo feito por Astolfi (2014), utilizando T. ressei NRRL 3652, em
CES o pH e temperatura para FPase variaram de 3-6 e 40-55°C, respectivamente. E 0 mesmo
autor encontrou para CMCase os valores de pH e temperatura de 4,6 e 55°C,
respectivamente. Para Kim et al. (2014), o valor de pH para CMCase foi de 4,0 utilizando o
Penicillium sp. GDXO0L1.

De forma geral, as celulases produzidas por fungos filamentosos apresentam valores
6timos de pH na faixa &cida (3,6 -5,0). Para temperatura, estudos divulgados indicam que
acima de 40°C obtem-se melhores resultados de atuacdo (CASTRO e PEREIRA, 2010).

4.4.2 Efeito do pH na estabilidade

A Figura 21 apresenta os resultados da estabilidade de xilanase (a), avicelase (b),
CMCase (c) e FPase (d). A xilanase e avicelase apresentaram maior estabilidade a pH entre
45 e 55, ou seja, uma reducdo de cerca de 50% na atividade apdés 108 e 144 h,
respectivamente. J& CMCase e FPase com reducdo de 50% apds 132 e 144 h,
respectivamente, apresentaram-se mais estaveis em pH 4,9.

Resultados encontrados por Astolfi (2014), demostram que para valores de pH na
FPase e xilanase apresentaram maior estabilidade em pH 5,5 ndo corroborando com os dados
apresentados no presente estudo. Isso se deve, possivelmente, pela diferenca no uso das
culturas utilizadas. Ja para Albano (2012), a estabilidade da enzima xilanase, utilizando A.
fumigatus M51 com bagaco de cana como subtrato apresentou maxima atividade em pH 3 e
manteve 90% da atividade residual em pH 4 durante 168 h. Para 0 mesmo autor a estabilidade
de CMCase produzida por A. fumigatus SMN1 apresentou melhor resultado em pH 3 e

manteve 70% da atividade residual entre pH 4 e 5 durante 168 h.



Figura 21 — Resultados da estabilidade em diferentes pH da enzimas lignoceluloliticas
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A avaliacdo da estabilidade térmica é uma caracteristica importante para enzimas

lignoceluloliticas para serem empregadas em processos industrias, como por exemplo,

hidrolise de substratos, bem como outras aplicagbes. Uma caracteristica muito importante e

que deve ser avaliada ¢ a estabilidade da enzima quando armazenada, pois esta influenciara no

tempo em que a enzima poderd ser armazenada, mantendo suas caracteristicas iniciais em

termos de atividade enzimética.
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4.4.3.1 Xilanase

A determinacdo da estabilidade térmica da enzima Xilanase em temperaturas mais
elevadas consistiu-se da incubacdo do extrato enzimatico bruto por até 160 h de reacdo a
temperaturas que variaram de 25 a 70°C. Observando a Figura 22 (a), pode-se perceber que a
enzima xilanase se apresentou estavel, com atividade residual de aproximadamente 80% até
60 h a 25°C e de 70% até 40h a 40°C de armazenamento. Uma reducéo da atividade residual
da enzima xilanase (cerca de 50%) foi observada apds 108h de reacdo Figura 22 (b) em ambas
as temperaturas. Perdas drésticas de atividade enzimatica foram observadas nas temperaturas
de 50, 60 e 70°C possivelmente por estas serem temperaturas mais elevadas provocando a

desativacdo da enzima em um pequeno espaco de tempo.

Figura 22 — Influéncia das temperaturas altas (a) e baixas (b) na estabilidade de xilanase
obtida do extrato enzimatico bruto por CES em casca de soja, respectivamente.
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A estabilidade térmica da enzima xilanase em baixas temperaturas também foi
avaliada, sendo que para isto a enzima foi incubada nas temperaturas de 4 °C e -20 °C. Os
resultados desta avaliagdo se encontram Figura 22 (b) onde é possivel observar que atividade
residual da enzima xilanase praticamente se manteve nos primeiros dias de incubacdo em
ambas as temperaturas avaliadas com atividade residual acima de 50% com mais de 160 dias.
Comparando as temperaturas avaliadas, € possivel observar que a temperatura de — 20°C é
considerada melhor para o armazenamento desta enzima (atividade residual de 80%), pois
apresentou uma pequena perda da atividade residual se mantendo no decorrer do tempo
avaliado (160 dias) em relacdo a temperatura de 4°C (atividade residual de 56%). E
importante ressaltar que a avaliagdo da estabilidade da enzima xilanase nas condicGes
apresentadas (4 °C e -20 °C) continuam sendo avaliadas.

Comparando os resultados encontrados neste trabalho com os apresentados na
literatura é possivel concluir que estes se assemelham, pois Astolfi (2014) avaliando a
estabilidade térmica de xilanase produzida por Trichoderma reesei em temperaturas mais
elevadas, também observou maior atividade residual com uma temperatura de 40 °C, porém
com uma reducdo de cerca de 25% na atividade ap6s 60 h de reacdo e 65% ap6s 96 h. 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, a xilanase apresentou reducdo de 50% apo6s 8 hde reacdo. Os
resultados apresentados para temperaturas baixas, também podem ser comparados com
Astolfi (2014), que avaliou a estabilidade de extrato enzimético bruto da enzima xilanase nas
temperaturas de -80; -10 e 4 °C. Os resultados obtidos para a atividade enzimética nas
diferentes temperaturas demonstraram um comportamento variavel em relacdo a manutencéo
de sua atividade durante o seu tempo de armazenamento, com reducdo de cerca de 20% de
atividade em relagdo a atividade inicial ap6s 290 dias de armazenamento para a temperatura
de 4 °C, resultados estes que divergem dos obtidos no presente estudo.

Falkoski et al. (2013) ap6s 48 h de incubacgdo do extrato bruto de xilanase produzido
por Chrysoporthecubensis, observaram que este manteve-se estavel a 40°C com atividade
residual de 92,3%. Ao comparar os resultados apresentados na literatura com os do presente
estudo, observa-se que o extrato bruto de xilanase obtido do cultivo em meio sélido de
Penicillium sp. apresenta maior estabilidade a 40 °C (108 h).

Para Albano (2012), a enzima Xxilanase apresentou estabilidade térmica a temperatura de
25 a 50°C, entretanto o autor ndo menciona sobre o tempo de estabilidade. Estudo feito por Cunha

et al. (2012) relatou que no teste de estabilidade térmica para a enzima xilanase um excelente
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perfil de estabilidade foi obtido ap6s 4 h de incubagdo com atividade residual de 70% em relacédo
a sua atividade inicial a 50°C e 80% a 60°C, ap0s 8 h mantiveram 75% da atividade a 50°C e 55%
a 60°C.

4.4.3.2 Avicelase

Para a enzima avicelase também foi avaliada a estabilidade térmica em relacéo a altas
temperaturas (25 a 70 °C) por um periodo de até 160 h em relacéo a sua atividade enzimatica
inicial e os resultados estdo apresentados na Figura 23 (a). No que tange a estabilidade
térmica para avicelase se verificou que para as temperaturas de 25, 40, 50, 60 e 70°C a
estabilidade a 50% da atividade residual da enzima oscilou em 144, 96, 36, 6 e 4h,
respectivamente. Ao avaliar o efeito das baixas temperaturas no armazenamento do extrato
pode-se observar que a atividade residual da avicelase foi de 53 a 57% para temperaturas de
-20°C a 4°C, respectivamente (Figura 23b).

Figura 23 — Influéncia das temperaturas altas (a) e baixas (b) na estabilidade de avicelase
obtida do extrato enzimatico bruto por CES em casca de soja.

100 = =

90 e .

80 X -

70 - m @& *

60 4 x ° *25°C
50 4 m 40°C
40 4 x = = 50°C
30 4 =X 60°C

20 A ® 70°C

Atividade Residual Avicelase (%)

10 1 e
0 -

T T T T T T T 1

0 20 40 60 80 100 120 140 160

Tempo (horas)

(a)

100
20 4
80 4 -
70 4
60 4 *-20°C

40
30 4 b4
20 4
10 4 “

Atividade Residual Avicelase (%)
v
o
L
L4
IS
o

T T T !
o] 20 40 60 80
Tempo (dias)

(b)



86

Para Makky (2009) que investigou a producdo de avicelase pelo micro-organismo
termofilico Geobacillus stearothermophilus, cultivado em bagaco de cana de agtcar. O autor
observou que a enzima apresentou boa estabilidade entre temperaturas variando de 30 a 80°C.

Ja para Mansur (2011), ao avaliar a termoestabilidade de avicelase produzida por
Bacillus sp. SMIA-2, a enzima manteve 59 e 40% da atividade residual apds 20 min de
incubacéo a 80 e 90°C, respectivamente.

Cunha (2012) avaliou a influéncia da temperatura sobre a atividade de avicelase
produzida por Streptomyces sp. cultivada em residuos lignoceluldsicos, e concluiu que esta
apresentou estabilidade de 60% ap6s duas hde incubagéo a 50 e 60°C.

Para Castro e Pereira (2010), que utilizaram fungos Actinomicetos a termoestabilidade
para a enzima avicelase foi que apds 60 min de incubacdo mateve-se 90% e 60% da atividade
a 50°C e 60°C, respectivamente.

A estabilidade do extrato enzimatico bruto a baixas temperaturas foi avaliada
incubando-se as amostras a temperaturas de -20 e 4 °C conforme apresentado na Figura 22b.
Observou-se que a enzima apresenta 0 mesmo comportamento quando armazenada -20 e 4°C,
com atividade residual de 52,6 e 57,8%, durante 40 dias de armazenamento, respectivamente.

A maioria dos estudos apresentados na literatura avalia apenas a estabilidade da
avicelase a altas temperaturas (MAKKY, 2009; MANSUR, 2011; CUNHA, 2012;
GOMATHI et al., 2012; MIHAJLOVSKI et al., 2015).

4.4.3.3 CMCase

A avaliacdo da estabilidade térmica da enzima CMCase em temperaturas mais
elevadas também consistiu da incubacdo do extrato enzimético bruto por até 160 h a
temperaturas que variaram de 25 a 70 °C. Os resultados mostraram que a CMCase apresentou
maior estabilidade a 25 e 40 °C, ou seja, com uma reducdo de cerca de 50% na atividade apos
132 e 96 hde reacéo, respectivamente. Paralelamente, perdas drasticas de atividade enzimética
foram observadas quando o extrato bruto foi armazenado nas temperaturas de 50, 60 e 70 °C,

com reducdo de 50% da atividade enzimatica apds 4 a 6 horas. (Figura 24a).
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Figura 24 — Influéncia das temperaturas altas (a) e baixas (b) na estabilidade de CMCase
obtida do extrato enzimatico bruto por CES em casca de soja.
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A estabilidade do extrato enzimatico bruto da enzima CMCase a baixas temperaturas
foi avaliada submetendo-se amostras a temperaturas de -20 e 4 °C e avaliada a cada 20 dias
(Figura 24b). A temperatura de 4°C foi mais eficiente para conservacao do extrato enzimatico
por um periodo de 40 dias, com uma estabilidade que oscilou de 70%. Na mesma
temperatura, mas com 60 dias de armazenamento o valor de estabilidade enzimatica ficou em
39%. Quando a temperatura de armazenamento foi de -20°C em um periodo de 60 dias a
estabilidade oscilou em 56%, sendo superior a atividade residual percenteual da CMCase para
0 mesmo tempo de armazenamento.

Resultados semelhantes ou até inferiores tem sido reportados por diversos autores em
relagdo a estabilidade de CMCase a altas temperaturas. Ladeira et al. (2015) utilizaram como

substrato bagaco de cana e a enzima CMCase de Bacillus sp. SMIA-2, observando que esta
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permaneceu aproximadamente 100% estivel durante 1h em até 60°C, apds esse tempo
comegou a sofrer desnaturago.

Astolfi (2014), avaliou a estabilidade de extrato enzimatico bruto de CMCase
produzida por Trichoderma reesei NRRL 3652 a baixas temperaturas (-80; -10 e 4 °C), e ap06s
290 dias cerca de 20% da atividade de CMCase em temperatura de 4 °C foi perdida em
relagdo a sua atividade inicial.

Santos et al. (2016), que avaliaram a producdo e caracterizacdo de enzimas
celuloliticas por Aspergillus niger e Rhizopus sp. com cultivo em estado sélido de palma
forrageira, observaram que, em temperatura de congelamento (-25 °C), ndo ocorreu nenhuma
perda subita de atividade da enzima CMCase, com atividade relativa do extrato bruto
enzimatico de 85% ap0s 144 horas. Entretanto, em temperatura de refrigeracdo (4 °C),

observaram degradacdo devido ao crescimento microbiano no extrato enzimatico.

4.4.3.4 FPase

A estabilidade térmica da enzima FPase consistiu da incubacdo do extrato enzimatico
bruto por até 160 h de incubacdo a temperaturas que variaram de 25 a 70 °C. Os resultados
mostraram que a enzima FPase apresentou maiores estabilidades a 25 e 40 °C, ou seja, uma
reducdo de cerca de 50% na atividade apds 140 hde reacdo. Paralelamente, perdas drésticas de
atividade enzimatica foram observadas nas temperaturas de 50, 60 e 70 °C (Figura 25a) em
que a reducdo de cerca de 50% da atividade enzimatica ficou inferior a 10 horas.

A estabilidade do extrato enziméatico bruto a baixas temperaturas foi avaliada
submetendo-se amostras a temperaturas de -20 e 4 °C e avaliada a cada 20 dias (Figura 25b).
Em 90 dias de armazenamento verificou-se que a viabilidade da FPase esteve em torno de
74%. Em contrapartida, para a temperatura de 4° C se observou menor atividade residual para
FPase, ficando em torno de 58% transcorridos 60 dias.

Comparando os resultados obtidos com Astolfi (2014) que avaliou a estabilidade
térmica de FPase obtida do cultivo de Trichoderma reesei e obteve a maior estabilidade a
40°C, que resultou em 25% de reducgdo apds 60 hde armazenamento. Sendo que apos 96
hhouve uma reducdo de 44,66% na estabilidade enzimatica, demonstrando que os resultados
obtidos neste trabalho sdo mais promissores. Comparando ainda os resultados encontrados

com 0 mesmo autor, para a FPase produzida com substrato de casca de soja e o fungo T.
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ressei NRRL 3652, apds 290 dias de armazenamento a baixas temperaturas, a enzima FPase

apresentou cerca de 60% da atividade residual em temperatura de 4 °C.

Figura 25 — Influéncia das temperaturas altas (a) e baixas (b) na estabilidade de FPase obtida
do extrato enzimatico bruto por CES em casca de soja.
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Os resultados obtidos por Falkoski et al. (2013) mostraram que ap6s 48 h de incubacéo

do extrato bruto de FPase produzida por C. cubensis, a atividade enzimatica foi altamente

estavel a 40 °C e, com atividade residual de 98,1% para FPase.

Resultados inferiores foram reportados por Santos et al. (2016), que avaliando a

producdo e caracterizacdo de enzimas celuloliticas por Aspergillus niger e Rhizopus sp. com
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cultivo em estado solido de palma forrageira, observaram que em temperatura de
congelamento (-25 °C), ndo ocorreu nenhuma perda subita de atividade da enzima FPase, com
atividade relativa do extrato bruto enzimatico de 85% ap0s 144 horas. Entretanto, em
temperatura de refrigeracdo (4°C), observaram degradacao devido ao crescimento microbiano
no extrato enzimatico.

O processo de congelamento interrompe rea¢fes quimicas e atividades bioldgicas
(TATTINI JUNIOR et al., 2006; AGUIAR e LUCENA, 2011), o que ndo ocorre quando
enzimas sdo armazenadas em refrigeracdo. Durante o congelamento, a agua livre cristaliza-se
ndo estando disponivel como solvente para a acdo de agentes causadores da desativacdo
enzimatica como forgas hidrodindmicas, entre outras (BAILEY e OLLIS, 1986).

4.4.4 Pardmetros cinéticos.

O tempo de meia vida (ti), constante cinética de desnaturacdo térmica (Kg), valor D
Ed e valor Z para as temperaturas de 25, 40, 50, 60 e 70 °C das diferentes enzimas é
apresentado na Tabela 29.

O aumento da temperatura afeta o processo de desativacdo térmica das enzimas
avaliadas com velocidades de inativacdo (Kq) semelhantes entre as enzimas estudadas, nas
diferentes temperaturas avaliadas. Os tempos de meia vida (1) e de reducdo decimal (D) de
um biocatalisador correspondem a valores numericamente iguais ao tempo necessario para
atingir uma diminuicéo de 50 % e 10 % da sua atividade enzimatica inicial, respectivamente.

A avicelase mostrou-se mais estavel a desativacdo térmica em relacdo as demais
enzimas, obtendo-se tempos de ty, na faixa de 173,29 a 63,01 h e valores de D de 575,65 a
209,33 h em temperaturas de 25 a 50°C. A xilanase, CMCase e FPase mostraram estabilidade
somente até 40°C, e todas apresentaram forte desativacdo térmica em temperaturas mais
elevadas. Valores altos desses parametros sdo desejaveis durante as operacgdes industriais, pois
garantem que a enzima € mais resistente a desativacdo ocasionada pelo efeito da temperatura
(HEIDTMANN et al., 2012).
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Tabela 29 — Valores experimentais de Ky, t1/2, valor D , Ed e valor Z para xilanase, avicelase,
CMCase e FPase em funcdo da temperatura.

Temperatura (°C)  Kg (min™) tio (h)  Valor D Ed Valor Z
(KJ/mol/T°K) (°C)

Xilanase
25 0,005 138,620 460,517
40 0,005 138,620 460,517
S0 0,138 50228 16,685 89,1 22,2
60 0,209 33165 11,017
70 0,267 25061 8,624
Avicelase
25 0,004 173,286 575,646
40 0,006 115524 383,764
50 0,011 63,013 209,326 96,7 20,4
60 0,279 2484 8253
70 0,381 1819 6,044
CMCase
25 0006 1155245 383.7642
40

0,007 100,4561 333,708

>0 0,094 7,373906  24,49559 78,0 25,0

60 0110 6301338 2093259
70 0,257 2697071  8,959475
FPase
25
0,004 173.2868  575,6463
40

0,005 154,0327  511,6856
50 0,132 5251115  17,44383 89,3 22,2
60 0173 4006631 13,30974
70 0,210 3,300701  10,96469

Os valores de Z de 22,2; 20,4; 25,0 e 22,2 (Tabela 29) indicam que uma mudanca
nesses intervalos de temperatura geraria uma reducdo de um ciclo logaritmico na atividade

enzimatica da xilanase, avicelase, CMCase e FPase, respectivamente.
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Driss et al. (2014) utilizaram o fungo Penicillium occitanis na producdo de enzima
xilanase, obtendo tempo de meia vida de 729,6; 420 e 115,5 h e 0,00095, 0,00165 e 0,00600
para constante cinética de desnaturacdo térmica (Kd) nas temperaturas de 50, 60 e 70°C.
Esses valores foram superiores aos encontrados no presente trabalho. Calsavara et al. (2000)
utilizando A. niger em substrato de celobiose obtiveram valores de Kd e ty, de 0.0492 e
4.1678; 14.1 e 0.17, para 60 e 70°C respectivamente. Ndo foram encontrados na literatura
dados referentes a energia de desativacdo e o valor de Z de avicelase produzida por
Penicillium sp.

Nos processos enziméticos além dos estudos de desativacdo térmica, a determinacéao
dos parametros termodinamicos, também € necessaria para elucidar o comportamento das
moléculas frente a inativacdo enzimatica em diferentes condicdes fisiologicas, assim como o
efeito da temperatura na taxa de desativacdo enzimatica (HEIDTMANN et al., 2012). A
linearizacdo de Arrhenius foi empregada para representar a variacdo da atividade enzimatica
em funcdo das constantes cinéticas de desnaturacdo enzimaticas (Kd) a diferentes
temperaturas (1/T) (Figura 26).

Os valores de E4 da xilanase, CMCase e FPase (89,1; 78,0 e 89,3 kJ mol?,
respectivamente) foram ligeiramente menores que da avicelase (96.7 kJ mol™), corroborando
a maior termoestabilidade da avicelase. Diferentes autores tém encontrado valores varidveis
de Ed de celulases de extratos enzimaticos de diferentes isolados. Em um estudo desenvolvido
por Driss et al. (2014) com P. occitanis imobilizado para aumentar a digestibilidade na racéo
de frangos o valor encontrado para Ed da xilanase imobilizada foi de 83,02 KJ/mol. No estudo
realizado por Balsan et al. (2012) o valor encontrado para a Ed foi de 177.6 KJ/mol produzida
pela enzima celulase a partir do fungo T. reesei (NS 50013) em meios de cultivos
lignoceluloliticos. Calsavara et al. (2000) utilizando A. niger em substrato de celobiose

obtiveram valores para energia de desativacao térmica de 80,6 Kcal/mol em enzima livre.
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Figura 26 — Determinacéo da energia de desativacdo baseada na linearizacdo da equacéo de
Arrhenius para uma faixa de temperatura de 25 a 70°C para xilanase (a), avicelase (b),
CMCase (c) e FPase (d).
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4.5 Aplicacdo do extrato enzimético na hidrolise de substratos lignoceluloliticos

O processo de hidrélise enzimatica da biomassa estd sujeito a diversos fatores que

podem influenciar o rendimento da hidrélise, destacando-se a temperatura, pH, teor de sélido
e relagdo enzima-susbtrato (GONCALVES, 2010).

A hidrdlise de substratos lignoceluloliticos é dependente tanto, das caracteristicas do

substrato quanto da eficacia das enzimas. Para tanto, avaliou-se o extrato enzimatico bruto

produzido por Penicillium sp. na hidrélise de casca de soja e sabugo e palha de milho sem

pré-tratamentos, com a finalidade da obtencédo de acucares redutores (AR) e glicose.

A Figura 27 apresenta a influéncia da agitacdo sobre o percentual de hidrolise de casca

de soja (a) e sabugo e palha de milho (b). Como pode ser observado na Figura 27, a liberagéo
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de AR aumenta linearmente até 36 h com 300 e 350 rpm e até 24 h com 200 rpm para casca
de soja (Figura 27a). Para sabugo e palha de milho observa-se um aumento rapido de hidrdlise
na fase inicial, com posterior reducdo na velocidade de hidrolise e estabilizacdo a partir de
30h independente da agitacdo empregada (Figura 27b). Para a casca de soja a porcentagem de
hidrélise mais elevada (22%) foi obtida em 36 hde reacdo com 350 rpm. Para o substrato
sabugo e palha de milho, o maior percentual de hidrolise (3,44%) foi obtido nas agitagdes de
300 e 350 rpm em 30 horas.

Segundo Martin et al. (2006), a hidrolise € necessaria para a conversao de
polissacarideos da lignocelulose a agucares fermentesciveis. Para Astolfi (2014), que testou a
eficacia do extrato enzimatico bruto produzido por T.reesei NRRL 3652 a liberacdo de AR
aumentou rapidamente na fase inicial (0 e 24 h), utilizando como substrato casca de arroz e
casca de soja. O mesmo autor observou que utilizando casca de soja como substrato a

hidrélise foi de 16,8% apds 120 h de reacéo.

Figura 27 — Percentual de hidrdlise de casca de soja (a) e sabugo e palha de milho (b) em
diferentes condicdes de agitacdo empregando extrato bruto lignocelulolitico de Penicillium
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Souza (2011), utilizando extrato enzimatico de Cryptococcus laurentii visando
hidrolisar bagaco de cana in natura, pré-tratado com 2% de H,SO,, durante 30 min a 150°C,
observou uma conversdo da celulose de aproximadamente 16%, ap6s 72 h de hidrdlise
enzimatica.

Conforme Teixeira (2016), a hidrdlise de casca de soja, sabugo/palha de milho, casca
de arroz e feno de Tifton 85 empregando celulases e pectinases comerciais e ndo comerciais,
0s maiores percentuais de hidrélise da casca de soja com celulase comercial foram observados
em temperatura de 45°C e agitacdo a partir de 300 rpm (47,95 %), estabilizando-se em
350 rpm. A maior hidrdlise (26,05 %) de sabugo/palha de milho com celulase comercial foi
observada em temperatura de 45°C e agitacdo de 350 rpm.
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5 CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

5.1 Conclusoes

A partir desse estudo foi possivel avaliar a bioproducédo de celulases através do cultivo
em estado solido utilizando o fungo filamentoso Penicillium sp., isolado CLF1.
- Penicillium sp. (CLF1) e casca de soja obtiveram melhores resultados para producdo de
Fpase, Xilanase, CMCase e Avicelase;
- Tampao citrato de sodio 0,05M pH 4,5;
- Tempo de extracdo de 30 min, agitacdo de 125 rpm e temperatura de 50°C,;
- Planejamento fatorial completo 2? permitiu maximizar a producdo de enzimas
lignoceluloliticas avaliadas:
- FPase obteve-se 1,19 U/g e 0,94 U/g em 7 e 14 dias 6 log e 70%;
- Xilanase 7 dias obteve-se 215,08U/g 6 Log e 55% e 14 dias 435,35U/g;
- CMCase as méximas atividades foram de 16,37 U/g e 10,93 U/g em 7 e 14 dias entre
55 e 70%;
- Avicelase com 7 dias 21,99 U/g qualquer concentracao de esporos e umidade de 76%
e 14 dias foi de 19,01 U/g 6 Log e umidade a partir de 70%;
- Caracterizagéo parcial do extrato bruto determinou-se como condic¢des de temperatura e pH
otimos em:
- xilanase e avicelase, 50 °C e pH 5,3;
- FPase e CMCase, 50°C e pH 4,9;
- Estabilidade térmica das enzimas, estas apresentaram respostas eficazes em diferentes faixas
de temperatura e horas.
- A xilanase se apresentou eficaz nas temperaturas de 25 e 40 °C até praticamente
100 h de reagdo. Uma reducéo da atividade residual da enzima xilanase (cerca de
50%) foi observada apos 108 h de reagéo;
- Em relagdo a avicelase foi possivel verificar que a estabilidade térmica foi maior
quando a temperatura de 25 °C foi empregada, tendo sido observado atividade
residual de 50 % da enzima oscilou em 144 h;
- Para a CMCase os resultados mostraram que a maior estabilidade foi obtida a 25
e 40 °C com concomitante reducdo de cerca de 50% na atividade apds 132 e 96

hde reacgéo, respectivamente;
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- Em relacdo a FPase, verificou-se que nas temperaturas de 25 e 40 °C foi obtido
maior estabilidade térmica e, em relacdo ao tempo de meia-vida, houve reducéo de
cerca de 50% na atividade ap6s 140 h de reacéo;
-Além disso, foram determinados valores para energia de desativacédo
(KJ/mol/T°K) para xilanase, avicelase, CMCase e FPase foram de 89,1; 96,7; 78,0
e 89,3, respectivamente;
- Influéncia da conservacdo do extrato enzimatico em condigdes de
resfriamento/congelamento:
- Em 90 dias de conservacao verificou-se que a viabilidade da FPase manteve em
torno de 74%;
- A temperatura de 4° C se observou menor atividade residual para FPase, ficando
em torno de 58% transcorridos 60 dias;
- Para a xilanase observou-se uma maior estabilidade a -20°C com atividade
residual de 80% em 140 dias de armazenamento;
- A avicelase quando armazenada -20 e 4°C, apresentou atividade residual de 52,6
e 57,8%, durante 40 dias de armazenamento, respectivamente;
- CMCase em temperatura de -20°C apresentou atividade residual de 56,1% em 60
dias de armazenamento, enquanto que a 4°C, a atividade residual foi em torno de
70% apos 40 dias;
- A hidrélise enzimatica com o extrato enzimatico bruto produzido por Penicillium sp. de

casca de soja mais elevada (22%) foi obtida em 36 hde reacdo com 350 rpm

5.2 Sugestodes

Apartir dos estudos apresentados nesta tese pode-se aprofundar futuras investigacoes
no eixo tecnoldgico que envolva o aumento de escala e viabilidade econdmica da proposta.
Cientificamente pode-se aprofundar as investigacdes com os dados resultantes dessa tese sob
0S aspectos termo quimicos e de cinética quimica classica para compreensao dos mecanismos
de reacdo, limitacOes e necessidades reacionais que permitam o controle mais otimizado do
processo fermentativo envolvendo essa variedade de Penicillium.

Por fim é possivel adotar o protocolo analitico desenvolvido nesta tese para selecéo de

outras cepas e materiais lignocelulosicos.
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APENDICES
APENDICE A

Tabela I — Coeficientes de regressao e erro padrdo, valores de p e t do planejamento fatorial
completo 22 para atividade de FPase.

. Coeficiente de Erro
7 dias Regressao Padréo (@) P
Média 0,79 0,04 18,96 0,001
(1)[ ] esporos(L) -0,04 0,02 -1,42 0,29
[ ] esporos(Q) -0,18 0,03 -5,78 0,03
(2)Umidade (%)(L) 0,39 0,02 15,15 0,001
Umidade (%)(Q) -0,07 0,03 -2,36 0,14
1L by 2L -0,07 0,03 -1,87 0,20
14 dias Coeficientfe de Erro padréao t(2) p
Regressao
Média 0,71 0,001 107,00 0,001
(1)[ ] esporos(L) -0,05 0,001 -11,78 0,001
[ ] esporos(Q) -0,19 0,001 -40,02 0,001
(2)Umidade (%)(L) 0,23 0,001 56,07 0,001
Umidade (%)(Q) -0,08 0,001 -16,56 0,001
1L by 2L -0,01 0,01 -2,16 0,16

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05)

APENDICE B

Tabela Il — Coeficientes de regressdo e erro padrdo, valores de p e t do planejamento fatorial
completo 22 para atividade de xilanase.

7 dias Coeficiente de Erro padréo
» t(2) P
Regressao
Média 210,09 5,01 41,90 0,001
(1)[ ] esporos(L) 0,80 3,07 0,26 0,82
[ ] esporos(Q) -26,01 3,67 -7,09 0,02
(2)Umidade (%)(L) 56,32 3,07 18,32 0,001
Umidade (%)(Q) -54,46 3,67 -14,84 0,001
1L by 2L 6,23 4,34 1,43 0,29
14 dias C(;gficient? de Erro padrédo t(2) p
egressao
Média 218,48 4,46 48,98 0,001
(1)[ 1 esporos(L) 18,44 2,73 6,74 0,02
[ ] esporos(Q) -0,89 3,26 -0,27 0,81
(2)Umidade (%)(L) 132,82 2,73 48,55 0,001
Umidade (%)(Q) -28,10 3,26 -8,61 0,01
1L by 2L 5,01 3,86 1,30 0,32

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05)
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APENDICE C

Tabela 111 — Coeficientes de regresséo e erro padréo, valores de p e t do planejamento fatorial
completo 2 para atividade de CMCase em 7 dias.

7 dias Coeficient~e de Erro padréo t(2) p
Regressao

Média 11,10 0,59 18,75 0,001

(1)[ ] esporos(L) 0,70 0,36 1,94 0,19

[ ] esporos(Q) 0,24 0,43 0,56 0,63
(2)Umidade (%)(L) 3,75 0,36 10,32 0,001

Umidade (%)(Q) -1,90 0,43 -4,38 0,05

1L by 2L -1,02 0,51 -1,99 0,18

14 dias CoReficientfe de Erro padrao t(2) p

egressao

Média 10,37 0,46 22,26 0,001
(1)[ ] esporos(L) 0,43 0,28 1,52 0,27
[ ] esporos(Q) -0,35 0,34 -1,03 0,41
(2)Umidade (%)(L) 1,81 0,28 6,33 0,02
Umidade (%)(Q) -3,14 0,34 -9,23 0,01
1L by 2L 0,01 0,40 0,02 0,98

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05)

APENDICE D

Tabela IV — Coeficientes de regressao e erro padrdo, valores de p e t do planejamento fatorial
completo 22 para atividade de avicelase em 7 dias.

7 dias Coeficiente de Regressdo  Erro padrao 1(2) P
Média 10,90 0,14 80,02 0,001
(2)[ 1 esporos(L) 0,16 0,08 1,88 0,20
[ ] esporos(Q) 1,46 0,10 14,66 0,001
(2)Umidade (%)(L) 4,91 0,08 58,92 0,001
Umidade (%)(Q) 3,29 0,10 33,04 0,001
1L by 2L -0,03 0,12 -0,23 0,84

. . ~ Erro

14 dias Coeficiente de Regressao Padrio t(2) P
Média 14,29 0,35 40,90 0,001
(1) [ ] esporos(L) 0,77 0,21 3,60 0,07
[ ] esporos(Q) -1,96 0,25 -7,67 0,02
(2)Umidade (%)(L) 3,84 0,21 17,95 0,001
Umidade (%)(Q) -0,14 0,25 -0,56 0,63
1L by 2L 0,51 0,30 1,70 0,23

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05)
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APENDICE E

Tabela V — Coeficientes de regresséo e erro padrdo, valores de p e t do planejamento fatorial
completo 22 para atividade de FPase.
Coeficiente de Erro padréo

N t(2) P
Regressao

Média 3,220 0,038 85,059 0,0001
(1) Temperatura (°C) (L) 0,338 0,023 14,559 0,0046
Temperatura (°C) (Q) -1,287 0,0278 -46,454 0,0004
(2)Agitacéo (rpm)(L) 0,261 0,023 11,2476 0,0078
Agitacédo (rpm) (Q) -0,932 0,028 -33,654 0,0009
1L by 2L -0,052 0,033 -1,601 0,2505

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05)

APENDICE F

Tabela VI — Coeficientes de regressdo e erro padréo, valores de p e t do planejamento fatorial
completo 27 para atividade de avicelase.
Coeficientede  Erro padréo

N t(2) P
Regressao

Média 25,49 0,757 33,67 0,0009
(1) Temperatura(°C)(L) 0,01 0,464 0,03 0,9760
Temperatura (°C) (Q) -10,44 0,554 -18,85 0,0028
(2)Agitacdo (rpm)(L) 1,02 0,464 2,18 0,1601
Agitacéo (rpm) (Q) -11,01 0,553 -19,86 0,0025
1L by 2L 0,93 0,655 1,44 0,2861

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05)

APENDICE G

Tabela VII — Coeficientes de regressao e erro padrao, valores de pH e temperaturado
planejamento fatorial completo 2° para atividade de xilanase e avicelase.

Coeficiente de Erro
Regressao Padréo (@) P
Xilanase
Média 444,43 10,8482 40,968 0,00059
(1)pH (L) 78,36 6,6531 11,778 0,00713
pH (Q) -117,73 7,9389 -14,83 0,0045
(2)temperatura (°C)(L) -42,34 6,6531 -6,364 0,02381
temperatura (Q) -112,66 7,9389 -14,191 0,00492
Avicelase
Média 25,0847 1,155702 21,7052 0,002116
pH (Q) -12,0281 0,845763 -14,2215 0,004908
(2)temperatura (°C)(L) -9,3169 0,845763 -11,0160 0,008140

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05)
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APENDICE H

Tabela V111 — Coeficientes de regressdo e erro padrdo, valores de pH e temperatura do
planejamento fatorial completo 2° para atividade de FPase e CMCase.

Coeficiente de Erro

Regressao Padréo (@) P
FPase
Média 2,88 0,02 142,19 0,000049
(1)pH (L) 0,38 0,01 30,80 0,001053
pH (Q) -0,79 0,01 -53,45 0,000350
(2)temperatura (°C)(L) -0,30 0,01 -24,47 0,001666
temperatura (Q) -1,27 0,01 -85,31 0,000137
pH x temperatura -0,22 0,02 -12,24 0,006604
CMCase
Média 21,74 0,16 136,33 0,000054
(1)pH (L) -1,51 0,10 -15,46 0,004160
pH (Q) -5,57 0,12 -47,72 0,000439
(2)temperatura (°C)(L) -0,72 0,10 -7,37 0,017922
temperatura (Q) -6,39 0,12 -54,73 0,000334
pH X temperatura 0,60 0,14 4,31 0,049883

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05)



